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Auf dem Gebiet der Kinderherzchirurgie ist der Einsatz der Herz-Lungenmaschine (HLM) eine 
etablierte Methode, die es ermöglicht, Operationen am offenen Herzen durchzuführen. Dies ist 
insbesondere für die Korrektur kongenitaler Herzfehler erforderlich. Hierbei wird der operative Eingriff 
am blutleeren Herzen unter temporären Herzstillstand vorgenommen. Parallel dazu übernimmt die HLM 
sowohl Herz- als auch Lungenfunktion und sorgt dafür, dass Blutfluss und Gasaustausch während des 
operativen Eingriffes maschinell aufrechterhalten werden (BAEHNER et al. 2012; WHITING et al. 
2015).  
Dieses Verfahren hat sich seit seiner ersten erfolgreichen Erprobung vor etwa 70 Jahren von einem 
hochriskanten Eingriff zu einem Standardverfahren in der Herzchirurgie entwickelt. Dank stetiger 
Verbesserung von Technologie, Materialien sowie Anästhesieführung verringerten sich die Morbiditäts- 
und Mortalitätsraten jährlich (SOMER 2012; JACOBS et al. 2016). Dennoch bleibt der Eingriff ein 
Risikofaktor, denn aufgrund des veränderten Blutflusses an der HLM kann es zur Minderperfusion des 
Organismus kommen, wodurch Entzündungsprozesse sowie Ischämie/Reperfusionsschäden entstehen 
können. Diese manifestieren sich in Form diverser Organschäden u.a. an Lunge, Niere, Herz und Gehirn 
(HEYING et al. 1999; HIRANO et al. 2017; KANSY et al. 2010; ALLAN et al. 2010). Die Reduktion 
derer ist Gegenstand der Forschung sowie dieser Arbeit, mit dem Ziel, weitere Erkenntnisse zu HLM-
induzierten Organschäden und deren Protektion zu gewinnen.  
Ein Ansatz dafür ist die Erzeugung eines pulsatilen Flussmusters an der HLM, wodurch eine bessere 
Oxygenierung der Organe gewährleistet werden könnte und somit Ischämie-induzierte Schäden 
reduziert würden (ÜNDAR 2005; ZHAO et al. 2011; ÜNDAR et al. 1999b). Diverse Studien konnten 
bereits einen positiven Effekt belegen, haben jedoch auch gezeigt, dass die technischen Elemente einen 
erheblichen Einfluss auf die Pulswellenqualität haben (VOSS et al. 2010; ÜNDAR et al. 2001). Deshalb 
soll in dieser Studie eine HLM genutzt werde, die in der Lage ist, sowohl laminaren als auch pulsatilen 
Fluss zu erzeugen ohne zusätzliche Komponenten zu benötigen, um einen direkten Vergleich beider 
Perfusionsformen zu ermöglichen.  
Ein weiterer Ansatz ist es, auf pharmakologischer Ebene HLM-induzierte Schäden abzumildern. 
Deshalb soll in dieser Studie der Einfluss des Polyphenols Epigallocatechin-3-Gallat (EGCG) getestet 
werden. Seine antioxidativen, entzündungshemmenden sowie antiapoptotischen Eigenschaften geben 
Anlass dazu, die Wirkung im Rahmen oxidativer Zellschädigung bei Operationen an der HLM zu 
untersuchen (OTHMAN et al. 2017; BÜTTEMEYER et al. 2003; FREI et al. 2003).  
In dieser Studie werden beide Strategien im Ferkelmodell getestet. Da das Herz eine massive 
Beeinflussung in seiner Funktion während der HLM aufgrund der Kardioplegie erfährt, soll es in dieser 
Arbeit im Fokus stehen. Die Auswirkungen beider Strategien auf das Myokard werden durch 







2.1 ANWENDUNG DER HERZ-LUNGENMASCHINE 
2.1.1 Entwicklung der Herz-Lungenmaschine- ein historischer Überblick 
Die Entwicklung der Herz-Lungenmaschine (HLM) gilt als eine der wichtigsten Errungenschaften der 
Medizin im letzten Jahrhundert (HESSEL 2014). Diese vergleichsweise junge Disziplin beschäftigte 
verstärkt in den vergangenen 70 Jahren zahlreiche Wissenschaftler und Herzchirurgen weltweit mit der 
Vision, komplexe Herzanomalien durch chirurgische Eingriffe in ihrer Symptomatik zu lindern.  
Erste Erfolge in der Kinderherzchirurgie wurden zunächst durch extrakardiale Eingriffe erzielt. So 
konnten im Jahre 1945 von dem Team um Helen B. Taussig und Alfred Blalock mittels Rechts-Links-
Anastomose erstmals kongenitale, zyanotische Herzfehler chirurgisch behandelt werden (BLALOCK et 
al. 1984). 
Theoretische Gedankenexperimente zur extrakorporalen Zirkulation als Methodik, um gezielt 
Organfunktionen zu unterstützen bzw. zu übernehmen und somit intrakardiale Eingriffe zu ermöglichen, 
wurden bereits von Le Gallois im Jahre 1813 formuliert (HESSEL 2014). Erfolgreiche Ansätze einer 
experimentellen, praktischen Umsetzung folgten 1885 durch von Frey und Gruber in Leipzig mit einem 
Modell zur extrakorporalen Oxygenierung des Blutes ohne Unterbrechung der Blutzirkulation 
(PASSARONI et al. 2015).  
Als Meilenstein in der Herzchirurgie gilt der erste erfolgreiche klinische Einsatz einer Herz-
Lungenmaschine bei dem Verschluss eines Atriumseptumdefekts (ASD) bei einem 18-jährigen 
Patienten am 6. Mai 1953 durch den amerikanischen Forscher und Arzt John H. Gibbon am Jefferson 
University Hospital in Philadelphia (GIBBON 1954). Gemeinsam mit seiner Frau Maly Gibbon gelang 
ihm dieser Erfolg nach jahrelangen Versuchsreihen an Tieren und ständiger Weiterentwicklung der 
Herz-Lungenmaschine (MEISNER 2014). Dennoch barg das System Fehlerquellen und erfolgreiche 
Wiederholungen blieben vorerst aus. 
Parallel zu dieser Entwicklung konnten diverse Bereiche der Medizin einen stetigen Wissenszuwachs 
verzeichnen, wodurch der Fortschritt in der Herzchirurgie zusätzlich angetrieben wurde. Allen voran 
seien die Erkenntnisse über Antikoagulation mit der Entdeckung von Heparin und Protamin genannt 
(GÓMEZ-OUTES et al. 2012).  
Als größte Herausforderung bei der extrakorporalen Zirkulation galt die Gewährleistung einer adäquaten 
Sauerstoffversorgung des Blutes und damit die Frage nach der Art der Kanülierung des Patienten sowie 
der Beschaffenheit der Oxygenatoren. Wissenschaftler weltweit stellten sich dieser Herausforderung 
und erprobten dabei unterschiedliche Lösungen. So begann der Herzchirurg C. Walton Lillehei und 
seine Arbeitsgruppe von der University of Minnesota im Frühjahr 1955 mit dem System der `Cross 
Circulation´, bei dem das venöse und arterielle Gefäßsystem des pädiatrischen Patienten mit der A. und 






des Blutes sichergestellt. Lillehei operierte nach dieser Methode 45 Kinder mit schwerwiegenden 
kongenitalen Herzfehlern wie Ventrikelseptumdefekt und Fallot´sche Tetralogie innerhalb eines Jahres. 
Diesen Eingriff überlebten 28 Patienten (LILLEHEI et al. 1986). Im selben Jahr gelang John W. Kirklin 
an der Mayo Clinic die Durchführung einer Serie an intrakardialen Operationen mithilfe einer 
modifizierten HLM nach dem Modell von Gibbon, ausgestattet mit einem mechanischen 
Pumpenoxygenator (KIRKLIN et al. 1955).  
Diese Erfolge ließen das Potenzial der extrakorporalen Zirkulation für den praktischen klinischen 
Einsatz in der Herzchirurgie erahnen und verlangten gleichzeitig nach einer technischen und 
medizinischen Weiterentwicklung der HLM, die in den darauffolgenden Jahren kontinuierlich stattfand. 
2.1.2 Aufbau der Herz-Lungenmaschine und Indikation für deren Einsatz 
Grundsätzlich hat sich der Aufbau der heutigen Herz-Lungenmaschine seit den 1950er Jahren kaum 
verändert (vgl. Abbildung 1). 
Mit dem Ziel, Herz und Lunge aus dem Körperkreislauf zu entkoppeln, wird der kardiochirurgische 
Patient an die HLM angeschlossen. Die zentralen Aufgaben jener Organe - die Pumpfunktion des 
Herzens sowie der Gasaustausch der Lunge – werden außerhalb des Patienten durch funktionale 
Elemente aufrechterhalten. Dieser Vorgang des künstlich geschaffenen Kreislaufs wird als 
extrakorporale Zirkulation (EKZ) oder kardiopulmonaler Bypass (CPB) bezeichnet. 
Erforderlich ist dieser Zustand für Operationen, die am ruhenden Herzen durchgeführt werden müssen. 
Dazu zählen zum einen Eingriffe am geschlossenen Herzen wie Korrekturen der Koronararterien oder 
intrathorakaler Gefäße. Zum anderen gehören Operationen am offenen Herzen dazu, beispielsweise 
Herzklappenersatz oder Korrektur kongenitaler Herzfehler. Auch Herztransplantationen erfordern den 
Anschluss an die HLM. Dahingegen werden Eingriffe wie Perikardresektion oder auch die Behandlung 
des persistierenden Ductus arteriosus (PDA) ohne kardiopulmonalen Bypass durchgeführt (LANGE 
2010).  
Erforderlich für den Anschluss des Patienten an die HLM ist die Kanülierung des Herzens, um das 
gesamte Blutvolumen unter Umgehung des kleinen Kreislaufes zu befördern. So wird das venöse Blut 
aus den beiden Hohlvenen über den rechten Vorhof mit einer venösen Kanüle drainiert und dem 
Kardiotomiereservoir der Schwerkraft folgend zugeführt. Eine arterielle Rollerpumpe imitiert die 
Pumpfunktion des Herzens und leitet das Blutvolumen weiter zum Oxygenator, der „künstlichen 
Lunge“. Üblicherweise kommen hierfür Membranoxygenatoren zum Einsatz, die den Gasaustausch in 
Form von Oxygenierung und Decarboxylierung entlang einer semipermeablen Membran auf einer 
ausgedehnten Oberfläche gewährleisten. Durch einen integrierten Wärmetauscher kann die 
Temperaturregulation während des kardiopulmonalen Bypasses erfolgen. Die Rückführung in den 
Körperkreislauf wird über eine arterielle Kanüle im Aortenbogen oder alternativ über die A. femoralis 
realisiert. Eine Aortenklemme sichert den gerichteten Fluss des rückgeführten Blutes in den großen 






Die Elemente der HLM sind über ein Schlauchsystem miteinander verbunden, welches zu Beginn der 
extrakorporalen Zirkulation mit Infusionsflüssigkeit, Pufferlösung, Blutersatzstoffen und Heparin 
befüllt wird. Dieser Hauptlinie sind funktionelle Einheiten zwischengeschaltet wie Blutgassensoren, 
Blasen- und Partikelfilter, Luftdetektor, Wärmetauscher sowie diverse Messfühler.  
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der extrakorporalen Zirkulation. 
 Das venöse Blut wird aus dem rechten Vorhof des Patienten drainiert und in das 
Kardiotomiereservoir mit integriertem Partikelfilter und Entschäumer geleitet. „Links-Vent“ und 
Kardiotomiesauger sorgen für Blutdrainage aus dem linken Vorhof und dem OP-Situs in das 
Kardiotomiereservoir. Gasaustausch und Temperaturregulation finden im Oxygenator statt. Der 
Antrieb erfolgt über eine arterielle Rollerpumpe. Das aufbereitete Blut wird über die arterielle 
Kanüle in die Aorta des Patienten zurückgeführt. Die Zufuhr der Kardioplegielösung erfolgt per 
Infusion in die Koronarostien. Zur Kontrolle des Systems sind diverse Sensoren und Luftdetektoren 
angebracht.    modifiziert nach LARSEN (2009) 
 
 
Über drei Sauger (Kardiotomiesauger, rechts- und linksventrikulärer Sauger) wird Blut aus beiden 
Ventrikeln und dem Operationssitus aufgefangen und dem venösen Reservoir zugeleitet. 
Zwischengeschaltet sind Partikelfilter sowie Entschäumer. Der Antrieb erfolgt ebenfalls über 
Rollerpumpen. Alternativ dazu kommen in manchen Zentren auch Zentrifugalpumpen zum Einsatz.  
Die Kardioplegie wird schließlich über eine Infusion mit Kardioplegielösung herbeigeführt. Dafür wird 
eine Kanüle in die Aortenwurzel eingebracht, infolge dessen die Koronargefäße mit jener Lösung 
perfundiert werden und das Membranpotenzial an den Kardiomyozyten stark herabgesenkt wird. Unter 
diesen Bedingungen sind Operationen am ruhenden und offenen Herzen möglich (LANGE 2010; 
LARSEN 2009; BAEHNER et al. 2012; BRETSCHNEIDER 1980).  
Die nutritive Versorgung des Lungengewebes wird während der EKZ weiterhin von den Vasa privata 







2.1.3 Besonderheiten der pädiatrischen Kardiochirurgie 
Kongenitale Herzfehler stellen die häufigste angeborene Organfehlbildung bei Menschen dar. Laut einer 
nationalen Datenerhebung beträgt die Gesamtprävalenz der angeborenen Herzfehler 1,1 % unter allen 
Lebendgeborenen (LINDINGER et al. 2010). Im Jahr 2017 wurden in Deutschland 3.012 Operationen 
angeborener Herzfehler an Patienten < 1 Jahr durchgeführt, darunter 44,7 % mit HLM-Anschluss 
(Deutsche Herzstiftung 2019). In Tabelle 25 sind die häufigsten vorkommenden Fehlbildungen ihrem 
relativen Anteil nach aufgeführt. Zur chirurgischen Therapie gehören je nach Form der Fehlbildung 
spezifische operative und interventionelle Eingriffe.  
Die Herausforderungen für den Betrieb der HLM in der Kinderherzchirurgie leiten sich von dem 
Größenunterschied zwischen Erwachsenen und pädiatrischen Patienten ab.  
Ein Kernpunkt ist dabei das geringere Blutvolumen und die damit verbundene Bedeutung für den 
kardiopulmonalen Bypass. Standardmäßig wird das Schlauchsystem der HLM vor dem Angehen an den 
Patienten mit einer Lösung befüllt, um einen luftfreien Kreislauf zu gewährleisten. Das Volumen des 
Schlauchsystems kann jedoch nicht proportional zum Körpergewicht reduziert werden, wodurch sich 
das Verhältnis von Füllvolumen der HLM zu Blutvolumen des Patienten in der Kinderherzchirurgie 
erhöht. Daraus resultiert eine signifikant größere Hämodilution während der extrakorporalen 
Zirkulation. Kompensatorisch sind höhere Flussraten notwendig, die wiederum das mechanische 
Trauma auf die korpuskulären Bestandteile des Blutes verstärken. Jene einwirkenden Scherkräfte 
erhöhen sich zudem durch die kleineren Kanülendimensionen, die in der pädiatrischen Chirurgie 
Anwendung finden (WHITING et al. 2015). 
Die Hämodilution kann weiterhin dazu führen, dass durch die damit verbundene Absenkung des 
Hämatokrit-Wertes eine adäquate O2- Versorgung gefährdet ist und es zur Freisetzung von 
Stresshormonen sowie zur Komplementaktivierung kommen kann. Verstärkend hinzu kommt die 
Tatsache, dass der Eingriff vieler kongenitaler Herzfehler sehr komplex ist und damit die 
Operationsdauer verhältnismäßig lang sein kann. Um die Hämodilution zu kompensieren und den 
intraoperativen Hämatokrit über dem Mindestwert von 24 % zu stabilisieren, ist die Gabe von 
Blutersatzstoffen oder Erythrozytenkonzentrat sinnvoll, birgt jedoch weitere Risiken in sich 
(u.a. Infektionsrisiko, Entzündungsreaktion, Transfusionskomplikationen) (SCHNEIDER et al. 2009; 
FRANSEN et al. 1999; KNEYBER et al. 2007; WHITING et al. 2015).  
Die verhältnismäßig größere intrinsische Oberfläche des Schlauchsystems führt weiterhin zu einer 
verstärkten Kontaktaktivierung der Entzündungskaskade durch die körperfremde Oberfläche. Jene 
systemische Inflammationsreaktion (SIRS) kann zur Schädigung von Organen führen (WHITING et al. 
2015). Eine präventive Gabe von Kortikosteroiden als entzündungshemmendes Medikament hat in 
verschiedenen Studien zu gegensätzlichen Ergebnissen geführt und wird somit nicht standardmäßig in 







Der fortwährende technische Fortschritt zielt auf eine stetige Verbesserung jener 
Dimensionsproblematik der HLM ab, die für die meisten Komplikationen ursächlich sind (SOMER 
2012). Es hat sich gezeigt, dass eine alleinige Verkleinerung des Kreislaufs nur bedingt Wirkung zeigte 
und erst die Neuentwicklung von Systemen, bei denen zusätzlich Oxygenator und venöses Reservoir 
miteinander kombiniert wurden, auch das Füllvolumen und die Fremdoberfläche merkbar reduziert 
werden konnten (MCROBB et al. 2014). 
Eine weitere Besonderheit ist, dass unter den kongenitalen Herzfehlern sehr komplexe Anomalien 
vorkommen können, deren Rekonstruktion eine mehrstufige Operation erfordern. Beispielhaft ist die 
Fontan-Operation. Sie findet Anwendung bei Herzerkrankungen, die mit einer Hypoplasie eines 
Ventrikels oder einer Herzklappe verbunden sind und in zwei Operationsschritten behandelt werden 
(DELIUS et al. 2003; KIRKLIN et al. 1986). Re-Operationen sind mit einem höheren Risiko für den 
Patienten verbunden (JACOBS et al. 2014). 
Ferner sind anatomische Variationen bei Patienten mit kongenitalen Herzfehlern wie Atresie oder 
Duplikation von herznahen Gefäßen nicht unüblich, die gegebenenfalls alternative 
Kanülierungspositionen erfordern und so die Effektivität des kardiopulmonalen Bypasses reduzieren 
können (WHITING et al. 2015). 
2.1.4 Bedeutung der Herz-Lungenmaschine in der Veterinärmedizin 
Die klinische Anwendung der Herz-Lungen-Maschine gehört bisher nicht zu den etablierten 
Operationsmethoden in der veterinärmedizinischen Chirurgie. Grund dafür sind anatomische und 
technische Herausforderungen, die sich bei intrakardialen Eingriffen ergeben. Jedoch stellen sowohl 
angeborene als auch erworbene Herzerkrankungen in der Kleintiermedizin eine wichtige klinische 
Entität dar. Laut einer retrospektiven Studie bei 4480 Hunden, die einer kardiovaskulären Untersuchung 
an der Veterinärklinik Gran Sasso in Milano, Italien zwischen 1997 und 2010 unterzogen wurden, litten 
21,7 % an einer angeborenen Herzerkrankung (OLIVEIRA et al. 2011) (vgl. Tabelle 26). Diese 
Ergebnisse gehen konform mit einer Studie des Departements für Kleintiere der Universität Zürich, bei 
der 23,5 % aller Herzpatienten einen kongenitalen Herzfehler aufwiesen (BAUMGARTNER et al. 2003; 
TIDHOLM 1997). Rassedispositionen konnte TIDHOLM (1997) für Boxer, Golden Retriever, 
Deutscher Schäferhund, Englisch und French Bulldog, Labrador Retriever, Pinscher und Neufundländer 
in unterschiedlichem Ausmaß je nach Art der Herzerkrankung feststellen. 
Zu den häufigsten erworbenen Herzerkrankungen zählen Herzklappenerkrankungen 
(v.a. Endokardiosen), Herzmuskelerkrankungen (v.a. dilatative Kardiomyopathie), Perikardergüsse und 
Herzneoplasien (BAUMGARTNER et al. 2004).  
Die Therapie erfolgt weitestgehend konservativ in Form von Herzmedikation. In spezialisierten 
Kleintierkliniken finden ebenfalls kardiochirurgische Methoden Anwendung, wobei sich minimal-
invasive interventionelle Verfahren etabliert haben und stetigen Fortschritt erfahren. Als entscheidenden 






Komplikationen angesehen. Übliche Eingriffe sind Ballondilatation von Pulmonalstenosen, transvenöse 
Einpflanzung von Herzschrittmachern und der Katheterverschluss des persistierenden Ductus arteriosus 
botalli (GLAUS et al. 2003).  
Der klinische Einsatz der Herz-Lungen-Maschine ist bisher nur vereinzelt erprobt worden. In der 
Großtierchirurgie werden Herz- Operationen äußerst selten durchgeführt und die dafür notwendigen 
Dimensionen der Komponenten für die HLM sind kaum verfügbar. Laut BIASATTI (1979) wurden an 
der Washington State University jedoch schon Fohlen mit diagnostiziertem angeborenem Herzfehler am 
offenen Herzen operiert. Im Bereich der Kleintiermedizin nahmen KOMTEBEDDE et al. (1993) die 
chirurgische Korrektur der Subaortenstenose bei 7 Hunden unter extrakorporaler Zirkulation am offenen 
Herzen vor. Weiterhin berichten KANEMOTO et al. (2010) in einer Fallstudie von dem chirurgischen 
Eingriff am offenen Herzen bei 7 Hunden (< 5,5 kg) mit diagnostizierter Mitralklappeninsuffizienz und 
Ventrikelseptumdefekt. Auch MIZUNO et al. (2013) nahmen die chirurgische Korrektur von 
Mitralklappeninsuffizienz vor. BRISTOW et al. (2017) operierten Hunde mit 
Trikuspidalklappendysplasie. BROURMAN et al. (2002) erprobten in einer experimentellen Studie die 
Anwendung des kardiopulmonalen Bypasses bei der Katze.  
Verschiedene Ursachen erschweren den Einsatz der Herz -Lungen-Maschine für Operationen bei Hund 
und Katze. Infolge PELOSI et al. (2013) verlangen die anatomischen Unterschiede der Thorakalhöhle 
nach alternativen Zugangs- und Kanülierungsarten. So erfolgt der operative Zugang meist durch laterale 
Thorakotomie und der Anschluss an die HLM über periphere Kanülierung. Weiterhin besteht eine 
enorme Variabilität in Größe und Körperform. Dabei kommen bei kleinen Patienten jene 
Herausforderungen zum Tragen, die aus dem geringen Blutvolumen resultieren und auch in der 
pädiatrischen Kardiochirurgie bekannt sind (vgl. Kapitel 2.1.3). Zudem bestehen Unterschiede in der 
Hämostase und Koagulation verglichen zur Humanmedizin. Nicht zuletzt sind ökonomische Faktoren 
limitierend.  
Die Anwendung der Herz-Lungenmaschine im Rahmen von tierexperimentellen Studien ist hingegen 
von großer Bedeutung für die Humanmedizin. Für das Gebiet der kardiovaskulären Forschung werden 
häufig Tiermodelle eingesetzt (ZARAGOZA et al. 2011). Im Jahr 2018 wurden Mäuse, Fische, Ratten, 
Hamster, Schweine, Kaninchen, Meerschweine und Schafe, geordnet nach der Anzahl, zur Erforschung 













2.2  PATHOPHYSIOLOGIE DER HERZ-LUNGENMASCHINE 
2.2.1 Häufige postoperative Komplikationen  
Bei kardiochirurgischen Operationen am Menschen wurde die HLM als ein wesentlicher Risikofaktor 
für die Entwicklung von postoperativen Komplikationen identifiziert (NAIR et al. 2012; ASCIONE et 
al. 2000; DIEGELER et al. 2000; GASZ et al. 2006; SAIKIA et al. 2000; KANSY et al. 2010). 
Bedeutend dabei sind zum einen organspezifische Schäden in Form von myokardialen, pulmonalen, 
renalen, neurologischen sowie gastrointestinalen Dysfunktionen.  
Zum anderen können systemische Komplikationen wie Hämostasestörungen (vgl. Kapitel 2.2.2.3), 
Ausbildung der postoperativen systemischen Inflammationsreaktion (SIRS) (vgl. Kapitel 2.2.2) und der 
Ischämie/Reperfusionsschaden auftreten (vgl. Kapitel 2.2.3).  
Ferner gehören Wundheilungsstörungen in Verbindung mit Mediastinitis und Sternuminstabilität zu 
dem allgemeinen operativen Risiko (BAEHNER et al. 2012; ANGELINI et al. 2002; ASCIONE et al. 
2000; LARSEN 2009; ASIMAKOPOULOS 2001; SAIKIA et al. 2000; WITTWER et al. 2006). 
KANSY et al. (2010) stellten in einer retrospektiven Studie anhand von Patientendaten aus 14.843 
kongenitalen Herz-Operationen in 118 Herzzentren fest, dass die Frühsterblichkeit bei Eingriffen, die 
den Anschluss an die HLM erforderten, signifikant höher war. Weiterhin waren längere HLM- und 
Aortenklemmzeiten mit einer höheren postoperativen Komplikationsrate verbunden.  
Schädigungen des Herzgewebes sowie der Herzfunktion resultieren in erster Linie aus der HLM-
bedingten myokardialen Ischämie aufgrund der Kardioplegie. Zugrundeliegende Pathomechanismen 
sind der Ischämie- Reperfusionsschaden sowie die systemische Inflammationsreaktion. Außerdem kann 
das operativ bedingte Gewebetrauma postoperative Arrhythmien auslösen, da das Reizleitungssystem 
beeinträchtigt wird (ALP et al. 2014; SAHU et al. 2018). Folgende kardiale Dysfunktionen können 
HLM-bedingt entstehen:  
(1) Das No-Reflow-Phänomen, eine postischämische Durchblutungsstörung (KLONER et al. 1974).  
(2) Arrhythmien infolge von schnellen Elektrolytverschiebungen bei der Reperfusion, aber auch bedingt 
durch das operative Trauma. Häufig auftretende Formen nach pädiatrischen Herz-Operationen sind 
junktionale ektope Tachykardien sowie supraventrikuläre Tachykardien (YILDIRIM et al. 2008). Bei 
etwa 15 % der pädiatrischen Patienten treten hämodynamisch relevante Arrhythmien nach HLM-
Operationen auf (DELANEY et al. 2006; RĘKAWEK et al. 2007). Die retrospektive Untersuchung von 
FUCHS et al. (2019) zeigte, dass ventrikuläre Arrhythmien mit 18,5 % zu den häufigsten postoperativen 
Arrhythmien zählen und mit einem 2-fach höheren Risiko für Krankenhaussterblichkeit verbunden sind. 
(3) Myokardiales Stunning, eine postischämische kontraktile Dysfunktion (HEYNDRICKX et al. 1975; 
BRAUNWALD et al. 1982).  
(4) Der letale Reperfusionsschaden in Verbindung mit Multiorganversagen (YELLON et al. 2007; 






Gleichermaßen ist das Lungengewebe vom Reperfusionssyndrom und dem SIRS betroffen (BAEHNER 
et al. 2012; SCHLENSAK et al. 2002). Ventilation und unzureichende Oxygenierung während der 
extrakorporalen Zirkulation spielen eine Rolle für die Ausbildung einer pulmonalen Dysfunktion (CHAI 
et al. 1999; MÜLLER et al. 1989). Diese äußert sich in Form eines „Acute Respiratory Distress 
Syndrome“ (ARDS) und wird mit einer Inzidenz von 0,5 – 1,7 % beziffert (ASIMAKOPOULOS et al. 
1999; MILOT et al. 2001). 
Renale Schädigungen in Form von akutem Nierenversagen (ANV) treten bei 24,9 % - 41,8 % der 
pädiatrischen Patienten nach Herzoperationen auf (AMINI et al. 2017; HIRANO et al. 2017; PARK et 
al. 2016). Als Ursachen werden u.a. Minderperfusion, Hypotension und die Schadwirkung im Hinblick 
auf Ischämie- Reperfusion, SIRS und pharmakologischen nierenschädigenden Substanzen beschrieben 
(LI et al. 2011; SHERIDAN et al. 2000; KARKOUTI et al. 2009; ENDRE 1995; REYES-FLANDES et 
al. 2017). Die Mortalität liegt bei 27-79 % (PEDERSEN et al. 2007). Es kann zur Ausbildung eines 
chronischen Nierenschadens kommen (SHAW et al. 1991; HEYING et al. 1999; DIMOPOULOS et al. 
2008). 
Bei 2,3 % der pädiatrischen Patienten kommen akute postoperative neurologische Komplikationen vor. 
Sie äußern sich durch Schlaganfall, Koma, Enzephalopathien, Choreoathetose, Fazialisparese oder 
Subduralhämatom (LARSEN 2009; MILLER et al. 1995; MENACHE et al. 2002). Ursächlich dafür 
sind u.a. perioperative Embolien in Form von Luft oder Teilchen (BROOKER et al. 1998; STUMP et 
al. 1996). Langzeitstudien haben ergeben, dass bei Patienten, die aufgrund kongenitaler Herzanomalien 
operiert wurden, Verhaltensauffälligkeiten und Entwicklungsstörungen erkennbar werden. Diese äußern 
sich in Form von leichten kognitiven Beeinträchtigungen, gestörter sozialer Interaktion und 
Kommunikation oder auch Unaufmerksamkeit und impulsivem Verhalten (GAYNOR et al. 2015; 
BELLINGER et al. 2009; BELLINGER et al. 2003; FORBESS et al. 2002; MARINO et al. 2012; 
BELLINGER 2008; HÖVELS-GÜRICH et al. 2007).  
Laut Angaben der Deutschen Herzstiftung lag die Sterbeziffer für angeborene Fehlbildungen im Jahr 
2016 bei 0,6 Gestorbenen je 100.000 Einwohner in Deutschland. Im selben Jahr wurden 23.270 
Patienten mit angeborenen Fehlbildungen des Herz-Kreislauf-Systems vollstationär behandelt, wovon 
2,4 % der Patienten starben (DEUTSCHE HERZSTIFTUNG 2019). Eine aktuelle Studie der „Society 
of Thoracic Surgeons“ beziffert die Mortalität in der pädiatrischen Kardiochirurgie mit 3,1 % (JACOBS 
et al. 2016). Beide Datenerhebungen können eine signifikante Abnahme der Sterbeziffer bzw. Mortalität 
für den Zeitraum der letzten 20 Jahre belegen, was auf eine Verbesserung der diagnostischen, 









Die Operation am kardiopulmonalen Bypass stellt eine massive Fremdeinwirkung auf den Organismus 
des Patienten dar. Zunächst ist die Übernahme der Pump- und Gasaustauschfunktion durch die HLM 
eine unphysiologische Simulation mit verändertem Flussmuster (vgl. Kapitel 2.3.2). Zudem zirkuliert 
das Blut an nicht- endothelialen Oberflächen und wird unphysiologischen Scherkräften ausgesetzt. 
Diese schädigende Einwirkung auf die Blutbestandteile kann zur Hämolyse, zur Aktivierung von 
Blutbestandteilen, zur Produktion vasoaktiver Substanzen und zu einer erhöhten Gefäßpermeabilität 
führen (WARREN et al. 2009). 
Herzchirurgische Operationen unter Anwendung der HLM zeigen eine stärker ausgeprägte 
Inflammationsreaktion (NAIR et al. 2012; DIEGELER et al. 2000; SCHULZE et al. 2000). Das von 
KIRKLIN et al. (1983) zunächst als Postperfusionssyndrom bezeichnete Krankheitsbild ist mittlerweile 
unter dem Begriff SIRS („Systemic Inflammatory Response Syndrome“) etabliert (BONE 1992). Es 
umschreibt die pathophysiologischen Prozesse, die im Rahmen einer übersteigerten körpereigenen 
Abwehr auf das operative Trauma und die extrakorporale Zirkulation hin ausgelöst werden. EVORA et 
al. (2016) beschreiben die HLM–getriggerte Entzündungsreaktion als eine systemische Imbalance der 
natürlichen Abwehrmechanismen. SIRS wird als Frühstadium von Organdysfunktionen betrachtet und 
kann sich je nach Schweregrad in einem milden postoperativen Ödem äußern, aber auch zur Ausbildung 
einer Sepsis, schweren Sepsis, septischen Schock oder Multiorganversagen führen, was für die Prognose 
bedeutsam ist (RANGEL-FRAUSTO et al. 1995; BONE et al. 1992; BONE 1992; CASEY 1993; 
ALLAN et al. 2010). 
2.2.2.2 Körpereigene Abwehrmechanismen 
Als initiales Ereignis für die pathophysiologischen Prozesse der Entzündungsreaktion wird der Kontakt 
des Blutes mit der körperfremden Oberfläche der HLM beschrieben (vgl. Abbildung 2). 
Es kommt zur Autoaktivierung des Gerinnungsfaktors XII zu XIIa (Hagemann-Faktor). Dadurch 
werden die humoralen und zellulären Komponenten des unspezifischen Immunsystems stimuliert. Diese 
Mediatorkaskaden sind untereinander eng verzweigt und verstärken durch proteolytische Spaltung die 
Aktivierung inflammatorischer Signale (WARREN et al. 2009).  
Die humorale Komponente umfasst fünf Plasma-Protein-Systeme (PAPARELLA et al. 2002): Nach 
Kontaktaktivierung wird (1) das Kinin-Kallikrein-System durch proteolytische Spaltung von 
Präkallikrein zu Kallikrein in Gang gesetzt. Weiterhin wird durch die Spaltung des Hagemann-Faktors 
(2) der intrinsische Weg der plasmatischen Gerinnung aktiviert (ZIATS et al. 1990). Als Stimulus für 
(3) die extrinsische Koagulation gilt die Endothelschädigung im Zuge des operativen Gewebetraumas 
(CHUNG et al. 1996). Beide Wege resultieren in der Bildung von Thrombin, welches schließlich die 
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin einleitet. Thrombin trägt weiterhin zur Anheftung dieser 






Als Gegengewicht zur Koagulation kommt es parallel zu einer Aktivierung (4) des fibrinolytischen 
Systems ausgehend von vasoaktiven Metaboliten der Plasma-Proteinasen-Kaskaden 
(TEUFELSBAUER et al. 1992). Plasmin ist in der Lage, durch Proteolyse vernetztes Fibrin in lösliche 
Fibrinspaltprodukte zu zerkleinern, die wiederum proinflammatorische Wirkung zeigen (WALKER et 
al. 1999).  
Schließlich wird das (5) Komplementsystem aktiviert, welches mithilfe proteolytischer Fragmente, 
insbesondere der Spaltprodukte C3a und C5a, die Inflammationsreaktion fördert. Es kommt dadurch 
u.a. zur Vasodilatation, einer Erhöhung der Gefäßpermeabilität und Chemotaxis für Leukozyten und 
Makrophagen. C5a bindet die neutrophilen Granulozyten und ist beteiligt an der darauf folgenden 
Freisetzung lysosomaler Enzyme, freier Sauerstoffradikale und Interleukinen (ENSMINGER et al. 
2006; BOYLE et al. 1996; CHENOWETH et al. 1978). Die Komplementaktivierung und der Plasma-
C3a-Spiegel während der EKZ korrelieren mit einem Anstieg von Organdysfunktionen und der 
Morbidität (EDMUNDS 1995; KIRKLIN et al. 1983). 
Die zelluläre Komponente der körpereigenen Abwehr umfasst 5 Zellgruppen, die in der frühen Phase 
der Entzündungsreaktion aktiviert werden: Endothelzellen, neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, 
Monozyten und Thrombozyten (PAPARELLA et al. 2002). Eine zentrale Rolle nimmt hierbei die 
Interaktion zwischen Endothelzellen und neutrophilen Granulozyten ein.  
Mit Beginn der HLM steigt parallel die Ausschüttung von Zytokinen an. Insbesondere TNFα und IL-1 
tragen zur Aktivierung von Endothelzellen und Proliferation von Entzündungszellen bei (CASEY 1993; 
BUTLER et al. 1993; HIRAI 2003). Sie stimulieren die proteolytische Spaltung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB, woraufhin innerhalb kurzer Zeit die Translation und Expression 
proinflammatorischer Proteine ansteigt. Dazu zählen Adhäsionsmoleküle, Zytokine und Akut-Phase-
Proteine (GHOSH et al. 1998; MESSER et al. 1990; SHIRAKAWA et al. 1989; SPRINGER 1994; 
LAFFEY et al. 2002; REINHART et al. 2002). Im Zusammenspiel ermöglichen diese Komponenten die 
Diapedese der Leukozyten, ein zentraler Vorgang im Rahmen der Entzündungsreaktion und Ischämie: 
Beginnend mit der Anheftung von Leukozyten an Endothelzellen kommt es zur transendothelialen 
Migration und anschließenden Degranulation im Interstitium (LAFFEY et al. 2002; BOYLE et al. 
1997). Diese Granula beinhalten zytotoxische und inflammatorische Substanzen sowie freie 
Sauerstoffradikale, proteolytische Enzyme und Arachidonsäurederivate (WARREN et al. 2009; 
CHENOWETH et al. 1978). Sie bewirken u.a. Lipidperoxidation an der Zellmembran von 
Endothelzellen und Myozyten. Dadurch kann es zu zellulären Dysfunktionen, Zellödem bis hin zu 
Zelltod kommen (vgl. Abbildung 2) (JORDAN et al. 1999; COLLARD et al. 2001).  
Neben der Kontaktaktivierung als Stimulus für die Entzündungsreaktion werden weiterhin das OP-
Trauma, Endotoxämie und Ischämie beschrieben (PAPARELLA et al. 2002).  
Durch neue Erkenntnisse der letzten Jahre hat sich ein zunehmend differenziertes Verständnis über die 
Aktivierung der Inflammationsreaktion im Rahmen von kardiochirurgischen Eingriffen gebildet. Neben 






Signalwege und Mediatoren, die eine Schutzfunktion ausüben (JAIN et al. 2013; STOPPE et al. 2016; 
STOPPE et al. 2015). 
 
 
Abbildung 2: Inflammationsreaktion durch extrakorporale Zirkulation. 
 Schematische Darstellung der Entzündungsreaktion. Unterschiedliche Stimuli führen über 
Mediatoren zur Aktivierung von Endothelzellen und Leukozyten. NF-κB trägt eine Schlüsselrolle 
bei der Bildung von Adhäsionsmolekülen. Die Inflammationsreaktion führt zur 
Gewebeschädigung.   modifiziert nach PAPARELLA et al. (2002) 
 
2.2.2.3 Störung der Hämostase 
Der HLM-Anschluss löst eine massive Aktivierung der Gerinnungskaskade aus (HUNT et al. 1998). 
Somit ist die systemische Antikoagulation mittels prä- und intraoperativer Gabe von Heparin in der 
Herzchirurgie unabdingbar, um Thrombenbildung zu vermeiden. Eine Antagonisierung der Heparin- 
Wirkung kann durch Gabe von Protamin erzielt werden (CHARGAFF et al. 1938; MARGGRAF et al. 
1962). Die Überwachung der Koagulabilität erfolgt durch regelmäßige Kontrolle der aktivierten 
Gerinnungszeit (ACT) (HATTERSLEY 1966; BULL et al. 1975).  
Trotz dieser Maßnahmen können postoperative Nachblutungen auftreten und erfordern meist die Gabe 
von Bluttransfusion bis hin zur Reoperation (HARKER 1986; WOODMAN et al. 1990). Sie gelten als 
unabhängige Risikofaktoren für Mortalität und Morbidität (MOULTON et al. 1996; UNSWORTH-
WHITE et al. 1995; DESPOTIS et al. 1996; KARKOUTI et al. 2004).  
Studien zur Wirkung von Heparin belegen neben dessen antikoagulatorischen Effekt auch eine 
Aktivierung der Fibrinolyse und die Verursachung von Thrombozytendysfunktionen (UPCHURCH et 
al. 1996; KHURI et al. 1995). UPCHURCH et al. konkludieren aus diesen Ergebnissen, dass Heparin 
trotz Neutralisierung durch Protamin zu postoperativen Blutungskomplikationen beiträgt. Ob die Wahl 
der Heparin-Dosierung Einfluss auf die postoperative Blutungsdauer hat, ist weiterhin Gegenstand der 






Die HLM-bedingte Dysfunktion der Thrombozyten trägt maßgeblich zur Hämostasestörung bei. Es 
kommt neben den bereits genannten Ursachen zum Verlust von notwendigen Rezeptoren und zur 
Ausschüttung der thrombozytären Granula (CELLA et al. 1981; WAHBA et al. 2000; ZILLA et al. 
1989). Außerdem ist die Dauer der EKZ eine wesentliche Komponente für das Auftreten von 
Thrombozytendysfunktionen und dem postoperativen Blutverlust (KHURI et al. 1992). 
Weiterhin konnten VALERI et al. (1987) im Tierversuch zeigen, dass Hypothermie eine 
Plättchendysfunktion verursachte, die jedoch bei Wiedererwärmung reversibel war. Zur Begründung 
wurde angegeben, dass die Produktion von Thromboxan A2 durch Hypothermie stark reduziert ist 
(VALERI et al. 1987; VALERI et al. 1992).  
Eine weitere Ursache für Blutungsstörungen infolge HLM-Anschluss ist der Verbrauch von 
Gerinnungsfaktoren durch Aktivierung der intrinsischen Koagulation und Retransfusion von 
perikardialem und mediastinalem Blut (HAAN et al. 1995).  
Hinzu kommt die Tatsache, dass sich die Plättchenanzahl durch Hämodilution während der HLM 
verringert (LAGA et al. 2005).  
2.2.3 Ischämie-Reperfusionsschaden 
Der Ischämie- Reperfusionsschaden, erstmals von JENNINGS et al. (1960) beschrieben, umfasst die 
zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse, die bei der Reoxygenierung von ischämischem 
Gewebe zum Tragen kommen. Das Ausmaß an Ischämie-bedingten Zellschäden erhöht sich 
paradoxerweise bei der Wiederherstellung der physiologischen Durchblutung (HEARSE 1977; 
JENNINGS et al. 1960; YELLON et al. 2007).  
Dieser Krankheitsprozess tritt auch bei kardiochirurgischen Operationen mit HLM-Anschluss auf. 
Hierbei ist besonders das Herzmuskelgewebe betroffen, denn mit dem Setzen der Aortenklemme wird 
die Perfusion des Herzens unterbrochen. Somit gilt die Phase der Kardioplegie gleichzeitig als eine 
Phase der myokardialen Ischämie, an die sich nach Beendigung des kardiopulmonalen Bypasses die 
Phase der Reperfusion anschließt (HEARSE 1977; BAEHNER et al. 2012). 
Kennzeichnend für die Ischämie ist die Entleerung der myokardialen Energiereserven in Form von ATP 
aufgrund des Sauerstoffmangels. Die Energiegewinnung der Herzmuskelzelle findet in den 
Mitochondrien statt und basiert unter aeroben Bedingungen zu 95 % auf Oxidation von Substraten (freie 
Fettsäuren, Glukose, Laktat) im Citratzyklus und oxidativer Phosphorylierung (STANLEY et al. 2005). 
Bei O2- Mangel kann sich der Metabolismus auf Glykogenolyse und anaerobe Glykolyse zur 
Aufrechterhaltung der ATP-Produktion umstellen. Hierbei ist die ATP-Ausbeute um ein Vielfaches 
niedriger und es kommt gleichzeitig zur Akkumulation saurer Stoffwechselprodukte (v.a. Laktat) im 
Zytoplasma (ROBERGS et al. 2004; WILLIAMSON 1966). Nach 60 - 90minütiger Ischämie erschöpft 
sich dieser Stoffwechselweg mit dem Verbrauch der vergleichsweise geringen myokardialen 
Glykogenreserven (OPIE 1976; JENNINGS et al. 1991). Unter diesen Umständen fallen die 






beeinträchtigt wird. Das Sistieren der Na+-K+-ATPase und die parallel stattfindende Aktivierung des 
Na+-Protonen-Antiports aufgrund der zellulären Azidose resultieren in einem starken Anstieg der 
intrazellulären Natriumkonzentration. Mithilfe des Na+-Ca2+- Austauschers gelingt es, Natrium aus der 
Zelle zu transportieren, wobei gleichzeitig der intrazelluläre Kalzium-Gehalt ansteigt (SILVERMAN et 
al. 1994; VAUGHAN-JONES et al. 1987; HAIGNEY et al. 1992; HALESTRAP et al. 1998). Dieser 
Ca2+-Überschuss induziert eine verlängerte Öffnung der mitochondrialen Permeabilitäts-Transitions-
Pore (mPTP) und erhöht somit die Permeabilität der Mitochondrien. Im Zuge dessen sind die 
Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials und gleichermaßen des 
Elektronentransports der mitochondrialen Atmungskette gefährdet. Der Öffnungsgrad jener mPTP ist 
prognostisch bedeutsam für die Herzmuskelzelle. Es kann zu mitochondrialen Dysfunktionen, 
Hyperkontraktilität bis hin zum myokardialen Zelltod kommen (CROMPTON et al. 1987; KANE et al. 
1975; WOOD et al. 1979; HEUSCH et al. 2010; HALESTRAP et al. 2009; WEISS et al. 2003; HONDA 
et al. 2005; ABDALLAH et al. 2011).  
Die Phase der Reperfusion kennzeichnet sich durch die pathophysiologischen Prozesse, die bei 
Reoxygenierung von ischämisch-vorgeschädigtem Gewebe eintreten. Dazu zählen (1) der intrazelluläre 
Kalzium-Überschuss und die mitochondriale Dysfunktion, (2) die Produktion von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) und (3) die Schadwirkung durch neutrophile Granulozyten und 
Entzündungsmediatoren (YELLON et al. 2007).  
Während der Blutleere entstehen Metabolite aus dem ATP-Abbau (v.a. Hypoxanthin), die bei 
wiedereinsetzender Durchblutung mit Sauerstoff reagieren. Dabei werden reaktive Sauerstoffspezies 
(ROS) wie Superoxidanionen und Hydroxylradikale gebildet (MORIS et al. 2017; SCHOUTSEN et al. 
1983; ZWEIER et al. 1987). Gleichermaßen entstehen auf diesem Wege reaktive Stickstoffspezies 
(RNS), zu denen Stickstoffmonoxid und sein Nachfolgeprodukt Peroxynitrit zählen (RUBBO et al. 
1996; HUIE et al. 1993). Als Quelle dienen Myokard- und Endothelzellen sowie aktivierte neutrophile 
Granulozyten (DUILIO et al. 2001; BAGCHI et al. 1990). Mitochondriale Dysfunktionen tragen 
ebenfalls zu deren Produktion bei (RAEDSCHELDERS et al. 2012). Diese hochreaktiven Moleküle 
generieren in Abhängigkeit ihrer Konzentration zelluläre Schäden durch Lipidperoxidation von 
Zellmembranen sowie Denaturierung von Eiweißen und Nukleinsäuren, die zum Zelltod führen können 
(LEVRAUT et al. 2003; TOYOKUNI 1999; KANEKO et al. 1989; RASHID et al. 1991; SCHULZ et 
al. 2004). Körpereigene Antioxidationsmechanismen (u.a. Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase) 
werden durch den Ischämie/Reperfusionsschaden gehemmt und können somit nicht zur Neutralisierung 
der toxischen Sauerstoffmetaboliten beitragen (GUARNIERI et al. 1980; FRIDOVICH 1995; 
HARAMAKI et al. 1998). Dieses Ungleichgewicht zwischen radikalbildenden und protektiven 
Prozessen wird als „oxidativer Stress“ bezeichnet (BEINEKE et al. 2015). 
Als weitere Hauptdeterminante des Reperfusionsschadens gilt die chemotaktische Rekrutierung und 






den Zellschaden verstärken und eine Inflammationsreaktion hervorrufen (SIMPSON et al. 1987; 
SHANDELYA et al. 1993).  
Das Myokard wird als quantitativ bedeutsamste Quelle für die Entstehung von freien Radikalen und 
proinflammatorischen Zytokinen angesehen. Durch ihren Eintrag in den Blutkreislauf affektieren die 
zytotoxischen Substanzen auch andere Organe wie Nieren, Lunge, Magen-Darm-Trakt oder die Haut 
(WAN et al. 1996; GRANGER et al. 1995; GASZ et al. 2006).  
Ein bedeutsamer Unterschied bei neonatalen Patienten liegt in der Gewebetoleranz gegenüber Ischämie, 
die im Vergleich zum adulten Patienten höher ist (YANO et al. 1987; DOENST et al. 2003). Ursächlich 
dafür sind physiologische Besonderheiten des immaturen Myokards hinsichtlich des 
Energiestoffwechsels und der Ausprägung enzymatischer Systeme (LOPASCHUK et al. 1991; TEOH 
et al. 1992; BOLLING et al. 1992). Jedoch wurde bei zyanotischen Herzpatienten mit bereits 
präoperativer hypoxischer Stoffwechsellage eine geringere Ischämietoleranz gegenüber 
Reperfusionsschäden festgestellt. Ursächlich dafür scheint u.a. die noch nicht vollständig entwickelte 
Kapazität endogener antioxidativer Abwehrsysteme zu sein (ALLEN et al. 1997; TEOH et al. 1992; 
IMURA et al. 2001; DOENST et al. 2003).  
Klinisch können infolge dessen kardiale Arrhythmien sowie kontraktile und endotheliale Dysfunktionen 
auftreten, aber auch irreversible Schäden bedingt durch myokardialen Zelltod (COLLARD et al. 2001). 
Generell lässt sich sagen, dass das Ausmaß des Zellschadens sowie dessen Reversibilität vor allem von 
der Dauer der vorangegangenen Ischämie abhängen (JENNINGS 1969; KRUG et al. 1966).  
2.2.4 Zelltod 
Während der Herzoperation wirken multiple Stressfaktoren wie u.a. Entzündungsreaktion, 
Ischämie/Reperfusion, operatives Trauma, Kardioplegie und oxidativer Stress auf die Kardiomyozyten 
ein. Infolgedessen treten reversible Funktionsstörungen bis hin zum Zelltod auf (ANSELMI et al. 2004; 
GOTTLIEB et al. 1994; PURI 1975). Jene Zelluntergänge laufen sowohl im Rahmen des 
programmierten Zelltodes (Apoptose) als auch in Form von Nekrosen ab und unterscheiden sich in 
morphologischen und biochemischen Merkmalen (FLISS et al. 1996).  
Die Apoptose ist ein physiologischer, terminaler Differenzierungsprozess, der in allen Körperzellen im 
Rahmen der Gewebshomöostase auftritt und unter Energieverbrauch mit morphologischen und 
biochemischen Veränderungen einhergeht. Es kommt bei der betroffenen Zelle zur Ablösung aus dem 
Gewebsverband, zur Zellschrumpfung mit Abbau des Zytoskeletts sowie Fragmentierung der DNA und 
schließlich zur Zerlegung in apoptotische Vesikel mit rückstandsfreier Endozytose durch Makrophagen 
oder Nachbarzellen (KLICHE et al. 1999; GRIMM 2003; HÖFFELER 2004; LI et al. 1997; KERR et 
al. 1972).  
Die Entscheidung über die Auslösung der Apoptose unterliegt stark kontrollierten 
Steuerungsmechanismen. Zusätzlich können exogen einwirkende Stressoren wie ROS im Rahmen der 






Abbildung 3 (GOTTLIEB et al. 1994). Hierbei kommt es durch Öffnung der mitochondrialen 
Permeabilitäts-Transitions-Pore (mPTP) zu einer Permeabilitätserhöhung und Destabilisierung des 
mitochondrialen Membranpotenziales (WEISS et al. 2003). Maßgeblich beteiligt an jener Öffnung sind 
proapoptotische Moleküle (Bac, Bax), die im Gleichgewicht zu antiapoptotischen Molekülen (Bcl-2, 
Bcl-X) vorliegen, welches jedoch unter Einfluss von u.a. oxidativem Stress gestört ist (LINDSAY et al. 
2011). COOK et al. (1999) konnten diesen Zusammenhang für Kardiomyozyten in vitro bestätigen. Sie 
beobachteten zudem, dass die Zellen sich teilweise regenerierten und in der Lage waren, das 
Membranpotenzial wiederherzustellen. HERT et al. (2015) beschreiben, dass bei einer minimalen 
Öffnung der mPTP eine funktionelle Regeneration des Mitochondriums stattfinden kann, wohingegen 
punktuelle Öffnung zur Apoptose führt und generalisierte mPTP-Öffnung den nekrotischen 
Zelluntergang zur Folge hat. 
Wird der intrinsische Signalweg der Apoptose ausgelöst, gelangt das proapoptotisch wirkende Molekül 
Cytochrom C aufgrund der erhöhten mitochondrialen Permeabilität in das Cytoplasma (HALESTRAP 
2004; HENGARTNER 2000). Hier kann es unter Bindung des Adaptor- Proteins APAF-1 (Apoptose- 
auslösender Faktor 1) die proteolytische und kaskadenartige Spaltung von Caspasen, die als inaktive 
Procaspasen im Zytoplasma vorliegen, initiieren (GRIMM 2003; LI et al. 1997; ZOU et al. 1997). Dabei 
gilt Caspase 9 als Initiatorcaspase und Caspase 3 als Effektorcaspase, welche die Fragmentierung der 
DNA und somit die Apoptose der Zelle einleitet (NAGATA 2000; LIU et al. 1997). Der extrinsische 
Weg der Apoptose wird durch die Bindung eines Liganden (u.a. TNFα) an den sog. Todesrezeptor 
vermittelt, woraufhin gleichermaßen die Spaltung der Caspasen folgt (SEDGER et al. 2014).  
Im Gegensatz zur Apoptose läuft die Nekrose unkontrolliert ab und ist charakterisiert durch Rupturen 
der Mitochondrien- und Zellmembran aufgrund von einwirkenden Traumata auf die Zelle. Somit werden 
intrazelluläre Bestandteile, darunter lysosomale Enzyme, freigesetzt und können eine umliegende 
Entzündungsreaktion hervorrufen (MAISCH 1999). 
Diese klassische Unterscheidung der Zelltodformen in Apoptose und Nekrose wurde durch die 
Forschung der letzten Jahre um zahlreiche Zwischenformen erweitert (GALLUZZI et al. 2018). Im 
Hinblick auf die Schadwirkung von Ischämie und Reperfusion ist dabei der sogenannte „Parthanatos“ 
in den Fokus gerückt. Dieser Weg des Zelltodes läuft unabhängig von Caspasen ab und wird durch das 
nukleäre Enzym Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) und dem Apoptose-induzierender Faktor 
(AIF) vermittelt (DAWSON et al. 2004).  
AIF ist ein bifunktionelles Flavoprotein. Im intermembranären Raum der Mitochondrien vorliegend ist 
es an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt und agiert auch als Radikalfänger (KLEIN et al. 2003). 
Bei Freisetzung ins Zytosol transloziert es in den Nukleus und löst unter DNA-Fragmentation den 
Caspase-unabhängigen Zelltod aus (SUSIN et al. 1999; JOZA et al. 2001). Die Freisetzung von AIF 
erfolgt auf apoptotische Signale hin. Diese können im Rahmen profunder DNA-Schädigung mit 
Überaktivierung von nuklearen Reparationsmechanismen (PARP-1) entstehen, wofür ROS als Ursache 






PARP-1 ist unter physiologischen Bedingungen bedeutsam für die nukleare Homöostase und 
Genomstabilität (FATOKUN et al. 2014). Es erkennt mithilfe seiner DNA-Bindungsdomäne Einzel- 
und Doppelstrangbrüche, woraufhin es aktiviert wird und die DNA-Reparatur in einem 
posttranslationalem Modifizierungsprozess unter Synthese von (ADP-Ribose)-Polymeren (PAR) 
katalysiert (WANG et al. 2009c). Unter pathophysiologischen Bedingungen verbunden mit profunden 
DNA-Schäden kommt es durch die exzessive Aktivierung von PARP-1 zur Einleitung des Zelltodes. 
Hierbei werden langkettige, verzweigte PAR-Polymere synthetisiert, die in das Zytosol translozieren 
und dort in der Lage sind das mitochondriale Membranpotenzial zu destabilisieren, woraufhin AIF 
freigesetzt wird (BAHI et al. 2006; WANG et al. 2009c; KIM et al. 2010; YU et al. 2006; ANDRABI 
et al. 2006). 
Für HLM-induzierte Organschäden an Herz, Niere und Lunge konnte das Auftreten des PARP-
abhängigen Zelltodes nachgewiesen werden (KASPER et al. 2016; TWAL et al. 2013; SZABÓ et al. 
2004). 
2.3 KARDIOPROTEKTIVE STRATEGIEN 
2.3.1 Perioperative Maßnahmen 
Zu den fest etablierten klinischen Maßnahmen der Myokardprotektion zählen die Kardioplegie, 
Hypothermie und mechanische Entlastung des Herzmuskels durch die HLM (STOPPE et al. 2016).  
Die Herbeiführung des temporären Herzstillstandes ermöglicht einerseits einen übersichtlichen Situs für 
den Operateur und senkt andererseits den Sauerstoffbedarf des Herzmuskels ab (BUCKBERG et al. 
1977). Zu diesem Zweck wird kardioplege Lösung in die Koronarostien infundiert. Die Wirkungsweise 
der Kardioplegielösung basiert auf deren speziellen Elektrolytzusammensetzung, wodurch eine 
Unerregbarkeit an der myokardialen Zellmembran erreicht wird. Es kommt somit zum 
elektromechanischen Herzstillstand (SCHIRMER 2007; GEBHARD 1987). Grundsätzlich finden zwei 
Arten von Kardioplegielösung in der Herzchirurgie Anwendung: Kristalloide und kolloidale Lösungen. 
Beiden gemeinsam sind physiologische Grundeigenschaften wie die einer gepufferten, 
hyperkaliämischen und hyperosmolaren Lösung. Im Falle der kolloidalen Lösung wird die kristalloide 
Basislösung um patienteneigenes, oxygeniertes Blut ergänzt (STOPPE et al. 2016). Vorteile ergeben 
sich dabei zum einen durch die Reduktion der myokardialen ATP-Depletion und zum anderen durch die 
protektiven Eigenschaften als Radikalfänger und Puffersystem (WARNER et al. 1987). In klinischen 
Studien konnte die Überlegenheit der Blutkardioplegie gegenüber kristalloider Lösung demonstriert 
werden (BOLLING et al. 1997; CORNO et al. 1987; FREMES et al. 1984; ZENG et al. 2014), jedoch 
existieren auch Untersuchungen mit gleichwertigen oder widersprüchlichen Ergebnissen (FUJIWARA 
et al. 1991; PEARL et al. 1993; ØVRUM et al. 2004; SÁ et al. 2012; ZENG et al. 2014; SCRASCIA et 
al. 2011).  
Die Hypothermie ist gleichermaßen ein Hauptpfeiler der Kardioprotektion im perioperativen 






Blutes bzw. des Körpers über einen integrierten Wärmeaustauscher der HLM reguliert 
wird  (SCHIRMER 2007). Die Einteilung der therapeutischen Hypothermiegrade erfolgt in „leicht“ (35-
33°C), „mäßig“ (33-28°C) und „tief“ (< 28°C) (BHALALA et al. 2016). Ziel der klinischen Anwendung 
ist eine Reduktion des Sauerstoffbedarfs, wodurch sich die Ischämietoleranz des Gewebes erhöht, da 
bei absinkender Temperatur die basalen zellulären Stoffwechselvorgänge verlangsamt werden 
(STOPPE et al. 2016; POPP et al. 2005). Zwar gilt die Hypothermie insbesondere in der 
Kinderherzchirurgie als unerlässlicher Bestandteil des perioperativen Managements (CORNO et al. 
1987), jedoch ist bisher kein definitiver Beweis für diese Notwendigkeit erbracht worden. Auch 
Vergleichsstudien zwischen Normo- und Hypothermie konnten die erwarteten Vorteile nicht bestätigen 
(GROCOTT 2006; LINDHOLM et al. 2003).  
Untersuchungen von BUCKBERG et al. (1977) zeigen, dass der Sauerstoffverbrauch des Herzmuskels 
durch die Kardioplegie um 90 % gesenkt wird. Die Kombination mit Hypothermie bewirkt eine 
Reduktion des O2-Bedarfs um 97 %. Demnach liefert die Kühlung des Myokards einen vergleichsweise 
geringeren Beitrag zur Kardioprotektion (BUCKBERG et al. 1977; HEARSE et al. 1980). 
Ein weiterer Bestandteil des perioperativen Managements ist die Leukozytenfiltration. Mittels 
integrierten Filtermodulen an der HLM können bis zu 90 % der Leukozyten aus dem Blutkreislauf 
entfernt werden (ROTH et al. 2000). Klinische Studien von BREDA et al. (1989) und PEARL et al. 
(1992) konnten einen messbaren Benefit durch die Filtration nachweisen. 
Die grundlegende Prämisse aller kardioprotektiven Maßnahmen ist eine schnelle Wiederherstellung der 
Durchblutung, da die Dauer der Ischämie das Ausmaß an zellulären Schäden beeinflusst (KALOGERIS 
et al. 2016). 
2.3.2 Pulsatile Perfusion 
Eine Besonderheit des arteriellen Blutflusses ist die Pulsation, bei der mit jedem Herzschlag das Blut 
wellenartig ins Gefäßsystem gepumpt wird (LUISADA 1965).  
Während der Herzoperation am kardiopulmonalen Bypass übernimmt die HLM die Hämoperfusion und 
kann je nach Wahl der arteriellen Pumpe und deren Einstellung sowohl im laminaren als auch im 
pulsatilen Flussmodus betrieben werden, wobei der Einsatz von pulsatiler Perfusion weniger verbreitet 
ist (SCHRAVEN et al. 2018; BAEHNER et al. 2012). 
Mit dem Bestreben, die Eigenschaften des physiologischen Blutkreislaufs so gut wie möglich durch die 
HLM zu imitieren, ist die Pulsatilität ein entscheidendes Kriterium. Die wissenschaftliche Debatte um 
dessen Anwendung wird kontrovers diskutiert und dreht sich im Kern um die Fragen, ob künstlich 
erzeugte Pulsation bis in die Mikrozirkulation bei Kapillargrößen von weniger als 100 𝜇m Durchmesser 
existiert und dort einen Benefit erzielen kann (JI et al. 2007).  
Die Visualisierung von Flussmustern als Nachweis für Pulsation im Endstromgebiet gelangen erstmals 






sie herzsynchrone Pulsation im Kapillarbett darstellen. Neuere Methoden nutzen die 
Dunkelfeldmikroskopie zur Messung der Mikrozirkulation (GOEDHART et al. 2007).  
Im Rahmen zahlreicher humaner Studien und Tiermodellen konnten positive Effekte der pulsatilen 
Perfusion nachgewiesen werden.  
Im Ferkelmodell führten SALAMEH et al. (2015c) immunhistochemische Untersuchungen der Niere, 
des Hippocampus und der Lunge durch und konnten anhand von Markern für Hypoxie, Apoptose und 
nitrosativen Stress nachweisen, dass diese bei pulsatiler Perfusion im Vergleich zum laminaren Fluss 
niedriger waren (SALAMEH et al. 2015c; SALAMEH et al. 2017). Ebenfalls im Ferkelmodell konnten 
ÜNDAR et al. (1999d) nachweisen, dass die Organperfusion von Niere, Gehirn und Herz nach Absetzen 
der HLM mit pulsatilem Flussmodus im Vergleich zu laminarer Perfusion besser war. 
ALKAN et al. (2006) verglichen postoperative Parameter von Herzoperationen bei pädiatrischen 
Patienten und stellten größere Behandlungserfolge nach pulsatiler Perfusion fest. Dabei waren 
Parameter wie Intubationsdauer, inotropische Unterstützung und intensivmedizinische 
Behandlungsdauer ausschlaggebend. ALKAN-BOZKAYA et al. (2013) konnten in ihrer Studie dieses 
Ergebnis für kardiologische Risikopatienten mit schweren angeborenen Herzfehlern bestätigen.  
In einer vergleichenden klinischen Studie mit 350 kardiochirurgischen Patienten konnten TAYLOR et 
al. (1982) eine signifikant geringere Mortalität unter Anwendung der pulsatilen Perfusion feststellen.  
Demgegenüber existieren auch Studien, bei denen kein positiver Effekt durch die pulsatile Perfusion 
erkennbar war (ELVEVOLL et al. 2016; LUNDEMOEN et al. 2013; VOSS et al. 2010). Ursächlich für 
diese Diskrepanz ist infolge LODGE et al. (1997) die Verwendung unterschiedlicher Herz-
Lungenmaschinen, deren Komponenten und deren Einstellung bezüglich der Pulsatilität in den 
jeweiligen Forschungszentren. 
Für eine exakte Quantifizierung der hämodynamischen Energie entwickelten SHEPARD et al. (1966) 
eine mathematische Formel zur Berechnung derer und führten den Begriff Energy Equivalent Pressure 
(EEP) ein. ÜNDAR et al. (2002) erachtet die Anwendung dieser Formel bei Untersuchungen zur 
Pulsation als essenziell um Ergebnisse besser miteinander vergleichen zu können. Die Messungen von 
SHEPARD et al. ergaben zudem, dass die pulsatile Perfusion bei gleichem mittlerem Blutdruck und 
gleicher Flussrate bis zu 3,4 mal mehr Energie an den Kreislauf überträgt als laminarer Strom. Dieser 
Energieüberschuss sei für den Erhalt der peripheren Blutversorgung verantwortlich.  
Die Vorteile der pulsatilen Perfusion begründen sich in eben dieser Energieübertragung an das Gewebe 
mit einer positiven Wirkung auf die Organperfusion, dessen Stoffwechsel und Oxygenierung, aber auch 
auf den Lymphfluss (WRIGHT et al. 1985; GOURLAY et al. 2000).  
Trotz der nachgewiesenen positiven Effekte für den Patienten ist die pulsatile Perfusion in den Kliniken 
nicht etabliert. Gründe dafür sind ein Mangel sowohl an optimalen Blutpumpen als auch Empfehlungen 
und Leitlinien für die Einstellung des optimalen pulsatilen Flusses (SCHRAVEN et al. 2018; HAINES 
et al. 2009a). 






2.3.3 Pharmakologische Kardioprotektion mit Epigallogatechingallat (EGCG) 
Die Komplexität in der Pathogenese von HLM-bedingten Organschäden eröffnet zahlreiche 
Möglichkeiten für pharmakologische Interventionen (BOLDT et al. 1995). Hierbei können zelluläre 
Transportsysteme als effektive Angriffspunkte für Wirkstoffe fungieren, wie beispielsweise MPTP-
Inhibitoren (z.B. Cyclosporin A), Na+/H+-Austauscher-Inhibitoren (z.B. Cariporide) oder ATP-
abhängige-Kaliumkanal- Öffner (z.B. Nicorandil, Diazoxid) (PRITZWALD-STEGMANN et al. 2011; 
DHEIN et al. 1998; DIGERNESS et al. 2003; STEENSRUD et al. 2003; WANG et al. 2006). Weiterhin 
bieten Radikalfänger Schutz vor oxidativen Zellschäden, wie bereits für Ebselen, Vitamin C und N-
Acetylcystein bei ischämischen myokardialen Zellschäden demonstriert werden konnte (ALBEROLA 
et al. 1991; HOSHIDA et al. 1994; GAO et al. 2002; TOSSIOS et al. 2003). Außerdem zeigten 
antiapoptotisch-wirkende Substanzen wie z.B. Minozyklin kardioprotektive Fähigkeiten (SALAMEH 
et al. 2015b; SALAMEH et al. 2020).  
Die Grüntee-Substanz EGCG ((-)-Epigallocatechin-3-gallat) steht seit vielen Jahren im Fokus der 
Wissenschaft aufgrund seiner vielfältigen gesundheitsfördernden Eigenschaften. EGCG gehört zu den 
bioaktiven Polyphenolen (Catechine), die natürlicherweise in den Blättern der Pflanze Camellia sinensis 
vorkommen. Dabei bildet EGCG quantitativ den Hauptanteil der Catechine und gilt gleichzeitig als 
deren potentester Vertreter (MUKHTAR et al. 2000; NAGLE et al. 2006). Protektive Wirkungen von 
EGCG konnten u.a. bei kardiovaskulären Erkrankungen (ZHONG et al. 2015; NANTZ et al. 2009), 
Diabetes mellitus Typ II, Fettleibigkeit (HINTZPETER et al. 2014), neurodegenerativer Erkrankungen 
(DRAGICEVIC et al. 2011) und bei der Tumorgenese nachgewiesen werden (DU et al. 2012; WANG 
et al. 1992; MAYR et al. 2015).  
In einer quantitativen in vitro Studie gelang es BÜTTEMEYER et al. (2003) die Aktivität des EGCG 
als Radikalfänger von Superoxiden nach Ischämie und Reperfusion zu messen. Ihre Ergebnisse zeigen 
eine fast 50 %ige Reduktion der Superoxid-Gewebekonzentration nach vorangegangener Ischämie 
durch die Zugabe von EGCG (BÜTTEMEYER et al. 2003). Laut einer Untersuchung von IGNATOV 
et al. (2002) ist die antioxidative Kapazität von EGCG 162 x höher als von Vitamin C.  
Weiterhin untersuchten PAQUAY et al. (2000) den Einfluss von Catechinen auf nitrosativen Stress und 
konnten eine Absenkung dessen durch EGCG demonstrieren. Catechine sind ebenfalls effektive 
Radikalfänger von reaktiven Stickstoffspezies wie Stickstoffmonoxid und dessen Folgeprodukt 
Peroxynitrit (VAN ACKER et al. 1995; HAENEN et al. 1997). Diese Fähigkeit als direkter 
Radikalfänger begründet sich in der chemischen Struktur des Catechins (vgl. Abbildung 22), dessen 
Phenolringe mit einer günstigen Anzahl und Position an Hydroxylgruppen ausgebildet sind und somit 
effektiv freie Radikale abfangen können (CHEN et al. 1996; LIEN et al. 1999). 
Zahlreiche Untersuchungen zum Wirkmechanismus von EGCG weisen auf Interaktionen mit 
apoptotischen und antiapoptotischen Proteinen, Wachstumsfaktoren, Enzymen, zellzyklischen 






KUZUHARA et al. (2006) konnten die Bindung von EGCG an Polynukleotide demonstrieren und somit 
den molekularen Mechanismus für dessen Wirkung auf DNA-Strukturen und nukleäre Enzyme 
aufdecken.  
DONÀ et al. (2003) konnten belegen, dass EGCG antiinflammatorisch wirksam ist, indem es die 
Aktivität neutrophiler Granulozyten senkt. SUDANO ROCCARO et al. (2004) beobachteten einen 
antibakteriellen Effekt von EGCG. Zudem konnte dem Catechin antiapoptotische Wirkung 
nachgewiesen werden (TAK et al. 2016; AL-MAGHREBI et al. 2012; WANG et al. 2018). 
YAMAGATA et al. (2015) demonstrierten, dass EGCG die Funktion von TNFα beeinflusst, indem es 
zum einen den TNFα-induzierten extrinsischen Weg der Apoptose modifiziert und zum anderen eine 
Blockade der TNFα-induzierten Expression des Adhäsionsmoleküls VCAM1 auslöst. Weiterhin ergab 
die Studie von OTHMAN et al. (2017) an murinen Kardiomyozyten, die einer Behandlung mit EGCG 
unterzogen wurden, dass die Expression proapoptotischer Signalproteine wie Bax, Caspase 9 sowie 
Caspase 3 reduziert wurden. 
Die bisher beschriebenen Wirkungsweisen von EGCG, insbesondere die Kombination aus 
antioxidativer, antinitrosativer und antiapoptotischer Kapazität sind sehr vielversprechend und bieten 
einen Vorteil gegenüber anderen antioxidativen Präparaten. Aus diesem Grund wurde diese Substanz 
für die vorliegende Studie ausgewählt, um dessen Einfluss auf HLM-bedingte Reperfusionsschäden am 
Myokard zu untersuchen.  
2.4 HYPOXIE-, ENTZÜNDUNGS- UND APOPTOSEMARKER ZUR ANALYSE 
Die pathophysiologischen Prozesse, die bei der Anwendung der HLM zum Tragen kommen können, 
sind Entzündung, Ischämie/Reperfusion und Apoptose. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit anhand 
von spezifischen Markern, die im Rahmen der Pathogenese entstehen und mittels 
immunhistochemischer Analyse detektiert werden können, untersucht.  
2.4.1 Entzündungsmarker 
Tumornekrosefaktor α (TNFα) ist ein multifunktionales Zytokin und spielt bei Entzündungsprozessen 
eine zentrale Rolle als proinflammatorischer Mediator. Er gilt als potenter Stimulator für die 
Immigration von neutrophilen Granulozyten in das Entzündungsgebiet. Zudem aktiviert TNFα den 
Transkriptionsfaktor NF-κB und verstärkt somit die Bildung weiterer proinflammatorischer Substanzen 
sowie Adhäsionsmoleküle. TNFα entfaltet seine biologische Funktion durch die Bindung 
membranständiger Rezeptoren (Tumornekrosefaktor- Rezeptor 1 und 2 (TNFR 1 und 2)). Durch 
Stimulation wird TNFα von aktivierten Makrophagen, Lymphozyten, Endothelzellen sowie 
Kardiomyozyten sezerniert. Somit ist das Herzgewebe Entstehungsort und Angriffspunkt zugleich für 
TNFα (CYBULSKY et al. 1987; CHU 2013; RAHMAN et al. 2006; TORRE-AMIONE et al. 1996; 
KAPADIA et al. 1995; TIAN et al. 2015).  












Abbildung 3: Zelluläre Stoffwechselreaktionen nach Einwirkung von ROS/RNS  und Angriffspunkte 
für die Einflussnahme durch EGCG. 
 Hypoxie, Inflammation und postischämischer Reperfusionsschaden affektieren zelluläre 
Stoffwechselvorgänge und können den Zelltod auslösen. Zum einen führen ATP-Mangel und die 
Einwirkung von ROS/RNS zur Destabilisierung des mitochondrialen Membranpotenzials, 
woraufhin Cytochrom c freigesetzt wird und über Caspasen-Aktivierung die Fragmentierung der 
DNA initiiert. Weiterhin können externe Mediatoren (z.B. TNFα) über den Todesrezeptor die 
Aktivierung der Caspasen auslösen. Zum anderen schädigt die direkte Einwirkung freier Radikale 
die DNA, woraufhin es zu einer Überaktivierung nuklearer Reparationsenzyme kommt. Dabei 
werden PAR-Polymere im hohen Maße synthetisiert. Diese akkumulieren, translozieren in das 
Zytosol und bewirken die Freisetzung von AIF an der mitochondrialen Membran. AIF wandert in 
den Zellkern und leitet dort die Fragmentierung der DNA und damit die Apoptose ein. 
 EGCG ist durch seine antioxidative, antiapoptotische und antinitrosative Kapazität in der Lage, 
Zwischenschritte dieser pathophysiologischen Stoffwechselwege zu inhibieren. 
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2.4.2 Marker für Hypoxie und oxidativen Stress 
Der Hypoxie-induzierte Transkriptionsfaktor-1 (HIF-1) ist regulatorischer Bestandteil der zellulären 
Sauerstoffhomöostase. HIF-1 besteht aus 2 Untereinheiten, α und β, die unter Normoxie getrennt 
voneinander vorliegen. Dabei ist HIF-1β konstitutiv im Zellkern nachweisbar. HIF-1α dagegen ist pO2-
labil und wird nur unter O2- Mangel stabilisiert. In diesem Zustand akkumuliert HIF-1α, wandert in den 
Zellkern und fusioniert dort mit HIF-1β. Als Komplex ist HIF-1 in der Lage, an Promotoren von 
Zielgenen zu binden, deren Produkte zur Adaption des zellulären Energiestoffwechsels an die Hypoxie 
beitragen (FANDREY et al. 2006; NGUYEN et al. 1999; HUANG et al. 2003). Da die Detektion von 
HIF-1α nur unter hypoxischen Bedingungen möglich ist, wurde dieser Marker als Nachweis dessen in 
dieser Studie genutzt (vgl. 4.2.1). 
Zur Beurteilung von oxidativem Stress dienen Abbauprodukte wie Nitrotyrosin, da ein direkter 
Nachweis freier Radikale aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit kaum möglich ist (TOSSIOS et al. 2004). 
Nitrotyrosin entsteht bei der Reaktion von Peroxynitrit, einem hochreaktiven und gewebstoxischen 
Vertreter der reaktiven Stickstoffspezies (RNS) mit der Aminosäure Tyrosin. Zur vermehrten RNS- 
Bildung kommt es unter O2-armen Bedingungen und gleichzeitiger Gegenwart von unphysiologisch 
hohen Mengen Stickstoffmonoxid (HUIE et al. 1993; DAIBER et al. 2002). Im Rahmen von 
inflammatorischen Vorgängen und dem Ischämie-Reperfusionsschaden konnte Nitrotyrosin im 
Herzmuskel nachgewiesen werden (OYAMA et al. 1998; SCHULZ et al. 2004; MIHM et al. 2001; 
MEHLHORN et al. 2003). Da Nitrotyrosin eine stabile Substanz ist, gilt es als Marker für 
Peroxynitritbildung und wurde in dieser Studie zum Nachweis von oxidativem Stress und der 
Produktion reaktiver Stickstoffspezies genutzt (vgl. 4.2.3); (MARUYAMA et al. 1996; 
ISCHIROPOULOS et al. 1992).  
2.4.3 Apoptosemarker 
TNFα ist neben seiner inflammatorischen Komponente auch als Initiator des extrinsischen Weges der 
Apoptose von Bedeutung. Durch Bindung an TNFR-1 wird die proteolytische Spaltung von Caspase 8 
und nachfolgend von Caspase 3 ausgelöst (KIM et al. 2010). Somit dient TNFα in dieser Studie sowohl 
als Marker für Entzündung als auch für Apoptose.  
Caspase 3 leitet als Effektorcaspase die finalen Schritte der Apoptose ein, die durch typische nukleare 
Veränderungen wie Chromatinkondensation und DNA-Fragmentation gekennzeichnet sind (PORTER 
et al. 1999). Das gespaltete Fragment der aktivierten Caspase 3 (cleaved caspase 3) wird in dieser Studie 
als Marker für apoptotische Zellen genutzt und erlaubt eine Quantifizierung derer.  
Der PARP-abhängige Weg des Zelltodes tritt im Rahmen von ROS- bzw. RNS- induzierten DNA-
Schäden auf (GALLUZZI et al. 2018). Die Mediatoren AIF und PAR wurden in dieser Studie als Marker 
für diesen Weg des Zelltodes genutzt. Zusätzlich zeigt der Nachweis von PAR das Auftreten von DNA-








Der Einsatz der HLM ist trotz Anwendung kardioprotektiver Maßnahmen noch immer mit zahlreichen 
Komplikationen und Risiken verbunden.  
In dieser experimentellen Studie im Ferkelmodell wird der Einfluss der HLM auf die Kardiomyozyten 
untersucht sowie Möglichkeiten zur pharmakologisch-therapeutischen Beeinflussung erprobt.  
Ziel ist es festzustellen, in welchem Maße hypoxisch-ischämische und apoptotische Zellschäden nach 
Anwendung der HLM auftreten und inwiefern diese durch pulsatile Perfusion oder EGCG-Gabe 
beeinflussbar sind.  
Mit den Ergebnissen dieser Studie soll ein Beitrag zum Verständnis HLM-induzierter Herzschäden 
geliefert werden sowie Aussagen über die getesteten kardioprotektiven Maßnahmen abgeleitet werden 
können. Dafür werden im Rahmen der Diskussion folgende Fragen erörtert:  
 
• Ist das Ferkelmodell geeignet für kardiochirurgische Fragestellungen? 
• Sind hypoxisch-ischämische und apoptotische Zellschäden an den Kardiomyozyten nach 
Anwendung der laminaren HLM erkennbar? 
• Besitzt pulsatile Perfusion kardioprotektive Wirkung? 









3 Tiere, Material und Methoden 
3.1 VERSUCHSDURCHFÜHRUNG 
Die Tierversuche für die vorliegende Arbeit wurden entsprechend der geltenden 
Tierschutzbestimmungen und Richtlinien für Versuchstiere am Herzzentrum Leipzig, 
Strümpellstraße 39 in 04289 Leipzig unter der Leitung von Frau Prof. Salameh im Jahre 2013 
durchgeführt. Die Genehmigung hierfür sprach das Regierungspräsidium Leipzig, Referat 24, 
Baustraße 2 in 04013 Leipzig unter der Nummer W 05/12 und W 05/11 aus. Für die operativen Eingriffe 
mit Thorakotomie, Anschluss an die HLM und Überwachung derer standen Kinderherzchirurgen, 
Kinderkardiologen und Kardiotechniker des Herzzentrums Leipzig zur Verfügung. Für den Transport 
der Tiere, Anästhesie und OP-Überwachung waren Veterinärmediziner eingebunden.  
Die Untersuchung der Blutproben wurde vom MVZ Labor Dr. Reising-Ackermann und Kollegen, 
Strümpellstraße 40 in 04289 Leipzig durchgeführt.  
Für die Messungen mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) stand Frau Dr. rer. nat. 
von Salisch. 
Der Versuchsaufbau richtet sich nach TWAL (2013), GERDOM (2014) und SALAMEH et al. (2015c). 
Der operative Abschnitt der vorliegenden Studie gehört nicht zur praktischen Eigenleistung der Autorin. 
Da er jedoch untrennbarer Bestandteil des Versuchsaufbaus ist und für das Verständnis der Methodik 
essenziell erscheint, wird er im Folgenden beschrieben.  
3.1.1 Versuchstiere und Versuchsgruppen 
Für den vorliegenden Versuch wurden 39 Ferkel der Rasse Angler-Sattelschwein mit einem 
durchschnittlichen Alter von 4 Wochen und einem Körpergewicht zwischen 8-12 kg verwendet. Die 
Tiere stammten aus dem Lehr- und Versuchsgut der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität 
Leipzig in Oberholz. 
Folgende Versuchsgruppen wurden gebildet: 
„HLM laminar“ (n = 9)  Die Tiere wurden an die Herz-Lungenmaschine (HLM) 
angeschlossen. Hierbei sollte der Einfluss der extrakorporalen 
Zirkulation (EKZ) auf die Herzmuskelzellen untersucht werden. 
„HLM laminar + EGCG“ (n = 6)   Die Ferkel wurden an die HLM angeschlossen und ihnen wurde zu 
definierten Zeitpunkten EGCG injiziert, wodurch die Effekte des 
Medikaments auf die Kardiomyozyten ermittelt werden sollten. 
„HLM pulsatil“ (n = 8)  Die Tiere wurden an eine Herz-Lungenmaschine mit pulsatilem 
Fluss angeschlossen, um eventuelle Unterschiede zum 
herkömmlichen laminaren Fluss auf zellulärer Ebene festzustellen. 





„Kontrolle“ (n = 9)  Die Ferkel durchliefen die OP ohne Anschluss an die HLM. Es 
wurde der reine Einfluss von Narkose und Thorakotomie auf die 
Herzmuskelzellen untersucht.  
„Kontrolle + EGCG“ (n = 7) Die Tiere durchliefen die OP ohne Anschluss an die HLM und mit 
Injektion von EGCG zu definierten Zeitpunkten, um dessen Effekt 
auf Narkose und Thorakotomie zu beurteilen. 
 
3.1.2 Anästhesie und OP-Durchführung 
Alle Tiere durchliefen das gleiche Anästhesie- und Narkoseprotokoll. 
3.1.2.1 Prämedikation und Narkoseeinleitung 
Die Prämedikation erfolgte bereits vor dem Transport zum Herzzentrum zugunsten der 
Stressvermeidung für die Tiere. Zu Beginn wurden die Ferkel gewogen, um die Medikamente exakt 
dosieren zu können (vgl. Tabelle 5). Genutzt wurde hierfür 0,02 mg/kg KM Atropinsulfat i.m., 0,5 mg/kg 
KM Midazolam i.m. und für die Narkoseeinleitung 25 mg/kg KM Ketaminhydrochlorid i.m. 
3.1.2.2 Narkose  
Im Tier-OP des Herzzentrums Leipzig wurde den Ferkeln zunächst ein venöser Zugang an der 
V. auricularis für die weitere medikamentöse Versorgung gelegt (vgl. Tabelle 6).  
Es folgte die Intubation mit einem elastischen 5,5 French Einmaltubus, wofür die Ferkel in Bauchlage 
verbracht wurden. Anschließend begann die Beatmung der Tiere mit dem halbgeschlossenen 
Beatmungsgerät Cato des Herstellers Dräger. Hierzu wurde das System zunächst mit 3 Vol% Isofluran 
und 100 Vol% Sauerstoff angeflutet. Sobald die Exspirationsluft vorgesättigt war, konnte die 
Erhaltungsdosis von 0,8 l/min O2, 1,5 l/min Luft und 1,5 Vol% Isofluran eingestellt 
werden (vgl. Tabelle 1). Diese Parameter wurden im Verlauf der OP variiert sobald sich der 
Kohlendioxidpartialdruck außerhalb des Zielbereiches zwischen 35-45 mmHg bewegte. Zudem 
unterlagen die Messwerte für Atemzugvolumen (Vt), Atemfrequenz (AF), Atemminutenvolumen 
(AMV = Vt*AF) und den positiven endexspiratorischen Druck (PEEP) einer strengen Kontrolle. 
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Die Analgesie wurde durch die Gabe von 0,5-3 µg/kg KM (bei Nachdosierung 1-2 µg/h/10 kg KM) 
Sufentanildihydrogencitrat i.v. und 50 mg/kg KM Metamizol i.v. gewährleistet. Zudem wurde 
Ketaminhydrochlorid nachdosiert (10 mg/kg KM i.v.).  
Nach Eröffnung des Thorax, nun in Rückenlage befindlich, wurde den Ferkeln 0,2 mg/kg KM 
Pancuroniumbromid i.v. für die Muskelrelaxation verabreicht.  
Während der Phase der extrakorporalen Zirkulation übernahm die HLM die Oxygenierung des Blutes 
und so konnte die Beatmung für diesen Zeitraum reduziert werden. Zudem wurde statt der 
Inhalationsnarkose eine Totale Intravenöse Anästhesie (TIVA) genutzt. Diese bestand aus einer 
konstanten Gabe von 25-35 mg/kg KM/h Propofol mittels Perfusor und 0,5-0,2 μg/kg KM Sufentanil in 
Bolusform. Für die anschließende Reperfusionszeit wurde die Inhalationsanästhesie fortgesetzt.  
Die Kontrollgruppen erfuhren gleichermaßen die Umstellung auf die Injektionsnarkose. Da hier die 
Anwendung der HLM entfiel, wurden die Ferkel dieser beiden Gruppen mit einem O2- Luft- Gemisch 
durchgehend beatmet.  
Zur Vorbeugung von Atelektasen wurde präventiv kurz vor Ende der EKZ über eine Erhöhung des PEEP 
auf 10 mbar die Lunge gebläht. Nach Wiederaufnahme der Inhalationsnarkose wurde der Wert auf 
1 mbar rückjustiert. 
Für die Kreislaufstabilisierung wurden die Tiere während der OP-Zeit mit Elektrolytinfusionslösung 
versorgt (initial 20- 40 ml/kg/h i.v., anschließend 5-10 ml/kg/h i.v., nach Bedarf erhöht). Diese Menge 
entspricht dem Standortprotokoll von pädiatrischen Operationen. Bei azidotischen Stoffwechsellagen 
wurden Pufferlösungen verabreicht. Weiterhin wurde je nach Hämatokrit (Hkt) die Infusion durch 
Hydroxyethylstärke (HES) ersetzt bzw. erweitert. Als Richtwert hierfür lag ein Hkt von 11-15 % 
zugrunde (HIEBL et al. 2010). Allen Versuchstieren wurde eine Vollblutkonserve transfundiert. Sobald 
der Blutzucker Werte unter 5 mmol/l erreichte wurde 5 %-ige Glukoselösung infundiert. 
3.1.2.3 Monitoring 
Die Tiere wurden für die Operation instrumentalisiert und besonders im Hinblick auf Kreislaufzustand 
und pulmonalen Gasaustausch engmaschig überwacht (vgl. Tabelle 4). 
Für die Beobachtung der Kreislaufparameter und der Kardioplegie wurde ein EKG angeschlossen. 
Weiterhin wurden in die V. jugularis und A. und V. femoralis Zugänge gelegt. Somit ließ sich der 
zentrale Venendruck (ZVD) über den zentralen Venenkatheter an der V. jugularis erfassen. Um das 
Herzzeitvolumen (HZV) konstant zu halten wurden die Tiere infundiert sobald der ZVD unterhalb des 
Richtwertes von 8-12 mmHg abfiel.  
Der venöse Zugang diente ebenfalls der regelmäßigen Entnahme von venösem Blut und dessen 
Untersuchung. Zusätzlich erfolgte die Kalibrierung der PiCCO- Messung (Pulse Contour Cardiac 
Output) über eine Temperatursonde an gleicher Stelle.  





Der arterielle Zugang ermöglichte eine invasive Blutdruckmessung und die Bestimmung von 
volumetrischen Parametern, welche mit Hilfe des PiCCO-Messsystems erfasst wurden. Hierzu war 
zunächst eine Kalibrierung des Systems mittels Thermodilutionsmethode notwendig, welche im Laufe 
der OP regelmäßig wiederholt werden musste. Dafür wurden 10 ml 0,9 % iges NaCl (4°C) in eine 
herznahe Vene rasch injiziert um dann, dem Blutkreislauf folgend, von der Messsonde auf arterieller 
Seite detektiert zu werden. Damit lässt sich eine Pulskontur erfassen sowie das Herzzeitvolumen 
berechnen, woraus sich das Herzschlagvolumen ermitteln lässt. Sobald eine Hypotonie festgestellt 
wurde (mittlerer arterieller Druck, MAD < 50 mmHg), galt es den etwaigen Volumenmangel zu beheben 
und 0,1 mg/ml/h Noradrenalin bzw. Adrenalin i.v. zu verabreichen.  
Das Herzzeitvolumen der 10 kg schweren Ferkel betrug 1,5-2 l/min. Reduzierte sich die 
Auswurfleistung nach der HLM- Phase, so wurde 0,1 mg/ml/h Adrenalin i.v. oder 23 mmol 
Calciumgluconat /Tier i.v. zur Gegenregulation verabreicht.  
Über den arteriellen Zugang wurde im 30-Minuten-Abstand 1 ml Vollblut für die Blutgasanalyse 
entnommen. Atmung und pulmonaler Gasaustausch wurden ferner über den CO2-Gehalt der 
Exspirationsluft überwacht, welcher mittels Kapnometrie von einem Filter zwischen Tubus und 
Beatmungsgerät erfasst wurde. Gleichermaßen diente das Pulsoximeter, welches an der Zunge befestigt 
wurde, der Kontrolle der Atmungsparameter. Die Sauerstoffsättigung sollte dabei nicht dauerhaft unter 
98 % sinken, um Organschäden durch O2-Minderversorgung zu verhindern.  
Mittels Rektalmesssonde wurde die Körperinnentemperatur (IKT) kontrolliert.  
Tabelle 2: Zielgrößen der Parameter für Kreislauf und pulmonalen Gasaustausch  





























Der OP-Verlauf wurde an die jeweiligen Versuchsgruppen angepasst (vgl. Tabelle 3). 
Die Gruppen „HLM“, „HLM pulsatil“ und „HLM + EGCG“ durchliefen eine 90-minütige Phase unter 
extrakorporaler Zirkulation bei Herzstillstand. Für die sich anschließende Reperfusionszeit wurde die 
Aortenklemme gelöst und der Herzkreislauf von der HLM allmählich entwöhnt. Das Herz begann 
wieder autonom zu schlagen. In der folgenden Rekonvaleszenzphase wurde die HLM gestoppt und die 
Narkose für 90 min fortgesetzt. Während dieser Phase sollten sich eventuelle Zellschäden, die während 
des Eingriffes entstanden sein könnten, manifestieren oder regenerieren.  





Bei beiden Kontrollgruppen entfiel der Anschluss an die HLM. Sie wurden jedoch gleichermaßen 
thorakotomiert und befanden sich während der Versuchsdauer bei offenem Brustsitus in Narkose. 
Probenentnahme und Messungen wurden in gleicher Weise durchgeführt.  
Bei den EGCG- Gruppen war eine zweimalige Injektion von 10 mg/kg Epigallocatechingallate® gelöst 
in 10 ml isotonischer Kochsalzlösung i.v. zu definierten Zeitpunkten vorgesehen: Die erste Gabe erfolgte 
15 min vor Anschluss an die HLM, um einen Wirkspiegel zu Beginn der extrakorporalen Zirkulation zu 
erzielen. Direkt nach Abgang von der HLM wurde ein zweiter Bolus EGCG injiziert, wodurch die 
Gewebskonzentration aufrechterhalten wurde. Den Tieren der anderen drei Gruppen wurde 
ausschließlich 0,9 %-ige NaCl- Lösung verabreicht.   
Für die Versuchstiere der Gruppe „HLM pulsatil“ wurde ein pulsatiler Fluss an der HLM erzeugt, 
welcher für die Phase der extrakorporalen Zirkulation genutzt wurde.   
Nach Ablauf der Rekonvaleszenzzeit wurden die Ferkel euthanasiert. Dazu wurde die Narkose vertieft 
und die Tiere entblutet. Die Entnahme der Untersuchungsorgane folgte im Anschluss.  
Tabelle 3: Versuchsprotokoll (GERDOM 2014; TWAL 2013) 
Zeitpunkt 
[min] 
0-30      » 30-120    » 120-150   » 150-240     » post mortem 
Dauer 30 min 90 min 30 min 90 min  
Phase 
Vorbereitung 
Anschluss an die 
HLM 





1. Bolus  2. Bolus 
10 mg/kg gelöst in 10 ml 0,9 % NaCl i.v. 
für die Gruppen  







0 - 30 min: 
BGA venös/ arteriell 
 
0 min: Blut 
 
30 - 60 - 90 -120 – 150: 
BGA venös/ arteriell 
 
120 min: Blut 
 
180 - 210 - 240: 
BGA venös/ arteriell 
 













3.1.3 Extrakorporale Zirkulation und Kardioplegie 
3.1.3.1 Aufbau der HLM  
 
Abbildung 4: Die Herz-Lungen-Maschine vom Modell Stöckert S III im Einsatz. 
 Über die venöse Kanüle (1) gelangt das venöse Blut zunächst in das venöse Reservoir (3) der HLM. 
Dieses verfügt zusätzlich über eine Flussdrosselung (2). Danach passiert das venöse Blut den 
Membranoxygenator (4), der mit einem integrierten Wärmeaustauscher ausgestattet ist. Hier finden 
der Gasaustausch und die Thermoregulation statt. Schließlich wird das Blut über einen Hämofilter 
(9) in den arteriellen Schlauch (6) gepumpt und danach über die arterielle Kanüle (nicht dargestellt) 
in die Aorta ascendens dem Körper wieder zugeführt. Mithilfe von Rollerpumpen (10) wird der 
Blutfluss durch die HLM gewährleistet, aber auch der Links-Vent und der Kardiotomiesauger 
betrieben (5). Weitere Bestandteile sind der HLM-Sauger (7) sowie der Kardioplegieschlauch (8).  
Foto: Sophie Sigusch 
 
Mithilfe der Herz-Lungenmaschine erfolgt eine extrakorporale Aufbereitung des venösen Blutes bevor 
es zum Patienten zurückgeführt wird. Realisiert wird diese Umleitung des Blutes über ein 
Schlauchsystem zwischen Herzkammern und Herz-Lungenmaschine mit zwischengeschalteten 
funktionellen Einheiten.  
Alter und Gewicht der Ferkel ließen bei der Wahl von Kanülierungsnadeln, Einmal-Schlauchsystem 
und Membranoxygenator die Nutzung von pädiatrischen Größen zu (vgl. Tabelle 7). Das 





Kardiotomiereservoir der HLM befindet sich unterhalb des Niveaus des Tierherzens. Somit fließt das 
venöse Blut nach erfolgreicher Kanülierung der V. cava cranialis und V. cava caudalis aufgrund der 
Gravitationskraft passiv über den Schlauch in diesen Speicher. Hier wird ebenfalls Blut eingespeist, 
welches aus dem Thorax mittels HLM-Sauger entfernt wird. Im Reservoirbehälter ist die Passage eines 
integrierten Filters vorgesehen, der das Blut von Gewebspartikel und Thromben befreit. Gleichzeitig 
sorgt eine Beschichtung aus Polyurethan für die Entschäumung des Blutes.  
Die Pumpfunktion des Herzens übernimmt bei der HLM eine arterielle Rollerpumpe. Diese erzeugt 
einen kontinuierlichen Blutfluss, der mit einer niedrigen Flussrate beginnt und langsam gesteigert wird, 
um den Organismus an die extrakorporale Zirkulation zu gewöhnen. Mithilfe einer Zusatzsteuerung ist 
die Rollerpumpe ferner in der Lage einen pulsatilen Blutfluss zu erzeugen, indem das Antriebsmuster 
der Rollerpumpe in ein periodisches Anhalten und schnelles Beschleunigen umgewandelt wurde. Diese 
Modularisierung wurde für die Gruppe „HLM pulsatil“ vorgenommen. Folgende Einstellungen wurden 
für die Pulsation gewählt: Basisfluss 30 %; Pulsation 70 %; Pulsbreite 50 %; Puls 100/min. 
Eben genannte Rollerpumpe leitet das Blut vom Reservoir weiter zum Kernstück der HLM- dem 
Membranoxygenator. Hier findet während der EKZ der Gasaustausch statt. Diese „künstliche Lunge“ 
besteht aus mikroporösen Polypropylen-beschichteten Hohlfasermembranen, wodurch Blutseite und 
Luftseite voneinander getrennt werden. Aufgrund der bestehenden Partialdruckdifferenzen von O2 und 
CO2 zwischen beiden Medien und der gasdurchlässigen Membran kommt es zur Diffusion der Gase. So 
wird das Blut mit O2 angereichert und gleichzeitig von CO2 befreit.  
Über einen integrierten Wärmeaustauscher konnte die Temperatur des Blutes und somit gleichermaßen 
die des Körperinneren beeinflusst werden. Hierzu passiert das Blut feine Rohre, die flüssigkeitsumgeben 
sind und deren Temperatur regulierbar ist. Während der 90-minütigen HLM-Phase wurde mithilfe dieses 
Mechanismus eine globale Hypothermie induziert. Durch diese Maßnahme reduzieren sich die 
Stoffwechselaktivität und der Sauerstoffbedarf der Körperzellen. Gleichzeitig erhöht sich die 
Ischämietoleranz des Gewebes (SCHIRMER 2007).  
Vor dem Rückfluss des nun arterialisierten Blutes über den Aortenbogen in den Körperkreislauf ist die 
Passage eines Luftfilters vorgesehen. Dieser detektiert eventuelle Lufteinschlüsse, woraufhin die 
Zirkulation unterbrochen wird und die Luft entfernt werden kann.  
Über integrierte Sensoren werden sämtliche Parameter (v.a. Blutfluss, Blutdruck, Blutfüllung, Blutgase, 
Temperatur) gemessen und an der Kontrollkonsole angezeigt.  
3.1.3.2 Operativer Zugang und Kanülierung des Herzens 
Die Operation wurde am offenen Herzen durchgeführt (vgl. Abbildung 5). Hierfür erfolgte der Zugang 
über die mediane Sternotomie. Ein Thoraxspreizer ermöglichte die Darstellung des Herzens samt 
umliegender Strukturen. Um Blutungen zu vermeiden wurden A. und V. thoracica interna sowie A. 
mammaria ligiert. Nach Eröffnung des Perikards konnte die zentrale Kanülierung für den Anschluss an 
die Herz- Lungenmaschine vorgenommen werden. Hierfür wurde zunächst eine venöse 





Mehrstufenkanüle über das rechte Herzohr in die V. cava cranialis et caudalis gelegt, welche das 
sauerstoffarme Blut aus dem Körperkreislauf und dem rechten Vorhof ausleitete und der Herz-
Lungenmaschine zuführte. Die arterielle Kanüle wurde in der Aorta ascendens, proximal des Abgangs 
des Truncus brachiocephalicus, platziert. Über diese wurde das Blut zurück in den Organismus geführt. 
Direkt in die Aortenwurzel wurde die Kardioplegiekanüle eingebracht. Diese diente zum einen der 
Injektion von Kardioplegielösung in das Koronargefäßsystem und fungierte zum anderen als 
linksventrikulärer Sauger. Letzterer schützt vor Überdehnung des Ventrikels, da durch das Abklemmen 
der Aorta der weitere Abfluss unterbunden war.  
Zur Fixierung der Kanülen wurde an den beschriebenen Strukturen zunächst eine Tabaksbeutelnaht mit 
Tourniquets angelegt, die nach einer mittigen Stichinzision in Kanülengröße und Platzierung jener 
festgezogen wurden. Danach erfolgte der Anschluss an die Schläuche der HLM und mit Platzierung der 
Aortenklemme zwischen Kardioplegiekanüle und arterieller Kanüle begann die Phase der 
extrakorporalen Zirkulation.  
 
Abbildung 5: Der Operationssitus am Ferkel nach Kanülierung.  
Für den Zugang zum Herzen wurde nach Sternotomie ein Thoraxspreizer angebracht. 
Schließlich erfolgte die Kanülierung:  
(1) Die venöse Kanüle wurde in den rechten Vorhof eingebracht und drainiert das Blut aus dem 
Körper zur HLM. Die Rückführung erfolgt über die (2) arterielle Kanüle in die Aorta ascendens. 
(3) Eine Doppelkanüle für Kardioplegie und Links-Vent wurde über die Aortenwurzel 
eingeführt. (4) Der Kardiotomiesauger.      Foto: Sophie Sigusch 
3.1.3.3 Vorbereitung der HLM 
Die Präparation der HLM wurde von dem Kardiotechniker durchgeführt. Hierfür wurde das 
Schlauchsystem entlüftet und mit einem Flüssigkeitsgemisch befüllt, um einen lückenlosen Blutfluss zu 
gewährleisten. Es setzte sich in diesem Versuch aus folgenden Komponenten zusammen: 200 ml 





Hydroxyethylstärke, 50 ml Natriumhydrogencarbonat, 1.000 I.E./ 10 kg KM Heparin-Natrium und einer 
Blutkonserve à 200 ml.  
Die Notwendigkeit einer Blutspende begründet sich sowohl in der Hämodilution bedingt durch das 
Füllvolumen der HLM als auch dem Blutverlust entstanden durch OP und Kanülierung. Zudem 
befanden sich die Werte des Hämatokrits bei allen Ferkeln bereits zu Beginn der OP im unteren 
physiologischen Grenzbereich. Mithilfe der Bluttransfusion konnte eine adäquate O2-Transportkapazität 
gewährleistet werden. Als Blutspender wurden adulte Schweine genutzt, die im Herzzentrum operiert 
wurden. Das Blut wurde über ein Transfusionssystem aufgefangen und bei 4°C aufbewahrt. Die 
Kontrollgruppen erfuhren gleichermaßen die Bluttransfusion.  
3.1.3.4 Herbeiführung der Kardioplegie 
Eine Grundvoraussetzung für chirurgische Eingriffe am Herzen ist ein medikamentös herbeigeführter, 
reversibler Herzstillstand - die Kardioplegie. Hierzu wurde, wie in 3.1.3.2 beschrieben, die 
Kardioplegiekanüle in die Aortenwurzel eingebracht. Es folgte die Abklemmung der Aorta proximal 
der arteriellen Kanüle, um zu gewährleisten, dass ausschließlich die Koronargefäße perfundiert wurden, 
welche für die Versorgung der Herzmuskelzellen zuständig sind. Zunächst wurden 350 ml der 
kristalloiden Kardioplegielösung nach Bretschneider (4°C) über die Kardioplegiekanüle infundiert. 
Aufgrund des intrazellulären Wirkprinzips kam es infolge dessen zum systolischen Herzstillstand und 
der totale kardiopulmonale Bypass war hergestellt. Dieser wurde aufrechterhalten, indem kontinuierlich 
Kardioplegielösung nachgegeben wurde (1500 ml).  
Der Mechanismus der induzierten Asystolie begründet sich in der Elektrolytzusammensetzung jener 
Lösung. Bedingt durch einen hohen Kaliumgehalt und niedrigen Natrium- und Kalziumgehalt kommt 
es zu einem Elektrolytausgleich an der Zellmembran der Kardiomyozyten. Das Resultat ist ein stabiles 
Membranpotenzial an dem keine Elektrolytverschiebung stattfindet, somit kein Aktionspotenzial 
entsteht und es folglich zu keiner Kontraktion der Herzmuskelzellen kommen kann 
(BRETSCHNEIDER 1980). Somit blieb das Herz bewegungslos für die Dauer der OP. 
3.1.3.5 Durchführung der extrakorporalen Zirkulation 
Sobald das Befüllen der HLM und die Kanülierung des Herzens erfolgt waren, wurde die Konnektion 
an den venösen und arteriellen Schenkel der HLM vorgenommen. Nach einer kurzen Übergangsphase 
wurde schließlich die Aortenklemme gesetzt und die Kardioplegielösung sofort infundiert. Der 
Herzschlag sistierte und die HLM übernahm komplett die Herz-Lungenfunktion. Dabei wurde ein 
Blutfluss von 100 ml/Minute/kg KM angestrebt.  
In der Anfangsphase der extrakorporalen Zirkulation erfolgte gleichzeitig die Einleitung der 
Hypothermie auf 28°C, welche zum Ende der HLM-Phase wieder aufgehoben wurde durch eine 
kontinuierliche Rückerwärmung auf Normothermie. 





Der geänderte Blutfluss während der extrakorporalen Zirkulation und die körperfremde 
Oberflächenbeschaffenheit des Schlauchsystems beeinflussen die Blutbestandteile und ihre 
Konstitution. Hierbei ist insbesondere die Blutgerinnung ein kritischer Faktor. Um Thrombenbildung 
während der HLM-Phase zu verhindern ist eine Antikoagulation vor der Kanülierung unerlässlich. Dies 
wurde durch eine Injektion von 5.000 I.E./Tier Heparin-Natrium i.v. als Initialdosis erzielt. Weiterhin 
wurde das Füllvolumen der HLM mit Heparin versetzt (vgl. 3.1.3.3). Die Wirksamkeit dieser 
Vollheparinisierung wurde intraoperativ durch eine regelmäßige Kontrolle der Hämostase überprüft, 
indem im 30-minütigen Abstand die Active Clotting Time (ACT) bestimmt wurde. Diese sollte stets 
> 400 s betragen. Bei Unterschreitung wurde nachdosiert. Nach Abschluss der extrakorporalen 
Zirkulation wurde die Wirkung von Heparin mittels 5.000 I.E./Tier Protamin i.v. antagonisiert.  
Zum Ende der 90-minütigen Phase bei Kardioplegie wurde die Aortenklemme gelöst und somit die 
Koronargefäße reperfundiert. Ein autonomer Sinusrhythmus stellte sich spontan ein. In vielen Fällen 
mussten Katecholamine unterstützend verabreicht werden. Bei manchen Tieren kam es zu 
Kammerflimmern, welches durch Defibrillierung mit 10 J behoben wurde. Zur Stabilisierung des 
Herzrhythmus standen bei Bedarf Magnesiumsulfatheptahydrat und Calciumgluconat zur Verfügung. 
Weiterhin wurden Pufferlösungen gegebenenfalls verabreicht.  
Sobald sich eine stabile Herzaktion einstellte und das Herz wieder in der Lage war, den Kreislauf ohne 
Unterstützung der HLM zu übernehmen, konnte die Flussrate der HLM schrittweise reduziert werden. 
Am Ende der Reperfusionsphase wurden die Schläuche abgeklemmt und der Bypass war beendet.  
3.2 POSTOPERATIVE UNTERSUCHUNGEN 
3.2.1 Probenentnahme und –aufbereitung 
Nach der Euthanasie erfolgte die Entnahme des Herzens und die Präparation der Gewebeproben aus 
dem linken Ventrikel.  
Vorbereitend für die chromatographische Untersuchung wurde eine dieser Proben direkt in flüssigem 
Stickstoff schockgefrostet und anschließend bei -80°C aufbewahrt.  
Eine weitere Gewebeprobe wurde für die histologische Untersuchung entnommen und zunächst über 7 
Tage in 4 % Formalin nach Lillie fixiert (vgl. Tabelle 10). Die sich anschließende Einbettung in Paraffin 
fand vollautomatisch nach einem definierten Programm im SLEE MTP Carousel Tissue Processor statt. 
(vgl. Tabelle 11).Nachdem das Programm durchlaufen war, wurde die Einbettung abgeschlossen indem 
der Gewebeblock vollständig mit flüssigem Paraffin ausgefüllt wurde. In der erkalteten Form war eine 
Lagerung unter Kühlung und Lichtschutz möglich.Mit Hilfe des Schlittenmikrotoms und 
entsprechenden Mikrotomklingen konnte die Herstellung der histologischen Schnitte erfolgen. Um eine 
gleichmäßige Stärke von 2 μm zu gewährleisten wurden die Blöcke zunächst auf einer Kühlplatte für 
20 min inkubiert bevor die Schnitte angefertigt wurden. Anschließend wurden sie in ein Wärmebecken 
überführt, welches mit 40°C warmen Wasser gefüllt war, und mit Objektträgern aufgefangen. Jeder 
Objektträger wurde mit zwei Schnitten bestückt und entsprechend beschriftet. Es folgte eine 4-stündige 





Phase im Wärmeschrank bei 60°C zur Trocknung der Präparate und anschließend die Aufbewahrung 
unter Lichtschutz. 
3.2.2 Histologische Färbung 
Um morphologische Veränderungen der Kardiomyozyten zu bewerten wurde zunächst die histologische 
Übersichtsfärbung H.E. angefertigt (vgl. Tabelle 24).  
Dazu wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe 
rehydriert (100 %/ 96 %/ 70 %/ 50 %). Es folgte die Kernfärbung mit der Hämalaunlösung nach Mayer 
bei 10-minütiger Inkubationszeit. Dabei wurden basophile Strukturen wie der Zellkern und die 
Desoxyribonukleinsäure von dem Farbstoff Hämatoxylin zunächst gebräunt. Durch die Anwendung in 
wässrigem, leicht basischem Milieu erzielte man im darauffolgenden Schritt eine Blaufärbung der 
Zellkerne. Anschließend wurden die azidophilen Strukturen, wie das Zytoplasma und die Zellorganellen 
durch die 0,25 %-ige Eosin G-Lösung rot gefärbt. Überschüssige Farbrückstände wurden in destilliertem 
Wasser abgespült. Im nächsten Schritt folgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
(70 %/ 96 %/ 100 %) und daraufhin die Reinigung der Präparate in Xylol. Abschließend wurden zum 
Schutz der Gewebestücke Deckgläschen aufgebracht unter Zuhilfenahme von Histokitt als Bindemittel.  
3.2.3 Immunhistochemische Färbungen 
Um Erkenntnisse über ischämische Prozesse in den Kardiomyozyten zu gewinnen wurden sechs 
unterschiedliche Faktoren (AIF, HIF-1α, NT, TNFα, cC3, PAR) durch immunhistochemische 
Färbungen untersucht. Die Bedeutung jener Faktoren bei hypoxisch-ischämischen Stoffwechsellagen 
und deren Signaltransduktionswege sind in Kapitel 2.4 beschrieben.  
Bei der Immunhistochemie wird das Antigen auf indirektem Wege mithilfe von Primär- und 
Sekundärantikörper ermittelt und nach einer Substratreaktion visualisiert. Dabei fungieren die zu 
untersuchenden Faktoren als Antigen, an welches der primäre Antikörper spezifisch bindet. Ein 
Sekundärantikörper reagiert daraufhin mit dem Immunglobulin G von der Spezies, aus der der 
Primärantikörper gewonnen wurde. Folglich bindet der Sekundärantikörper an den primären Antikörper. 
Um diesen Komplex farblich zu kennzeichnen wurde der Sekundärantikörper mit einem Enzym, der 
Meerrettich-Peroxidase (HRP), markiert. Diese kann schließlich durch eine Farbreaktion mit 
appliziertem AEC die Antigenlokalisation aufzeigen, indem sie das farblose Chromogen in roten 
Farbstoff umwandelt.  
Im Folgenden werden die Arbeitsschritte der Immunhistochemie und die Unterschiede zwischen den 
Färbeserien erläutert. Die detaillierten Färbeprotokolle hierzu sind im Anhang zu finden (vgl. Kap. 9.7). 
Von den histologischen Präparaten des Herzgewebes wurden für jedes Versuchstier jeweils sechs 
immunhistochemische Färbungen für die zu untersuchenden Faktoren durchgeführt. 
 





3.2.3.1 Entparaffinierung und Rehydrierung 
Der erste Arbeitsschritt bei der Immunhistochemie besteht in der vollständigen Entfernung des 
Einbettmediums. Für diese Entparaffinierung wurden die Präparate für 10 min mit dreimaliger 
Wiederholung in Xylol gewaschen. Diese Lösung wurde wöchentlich erneuert und für ihre Anwendung 
in Hellendahl-Färbekästen überführt.  
Anschließend erfolgte die Rehydrierung der Gewebeschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe bei 
Konzentrationen von 100 % über 96 % bis 70 % und abschließend in Aqua dest. für jeweils 5 min. Damit 
wurde eine Anpassung an wässrige Lösungen erzielt, welche im Folgenden verwendet wurden. Der 
Arbeitsschritt wurde mit einer Waschung in PBS-Pufferlösung abgeschlossen (vgl. Kapitel 3.2.3.1).  
3.2.3.2 Permeabilisierung 
Die Permeabilisierung erhöht die Durchlässigkeit von Zellmembranen und verbessert damit die 
Demaskierung von Antigen. Hierzu wurden die Gewebeschnitte über 30 min bei 98°C in einer 
Pufferlösung im Dampfgarer inkubiert. Für die Präparate der cC3-Färbung wurde die basische Tris-
EDTA-Pufferlösung genutzt und für die weiteren Färbungen die leicht saure 0,01 M Natriumcitrat-
Pufferlösung. Nach einer Abkühlungsphase von 20 Minuten erfolgte erneut die Waschung in PBS-
Puffer. 
3.2.3.3 Blocken der endogenen Bindungsstellen 
Für diesen Arbeitsschritt wurden die Präparate in eine methanolische Wasserstoffperoxidlösung 
überführt und für 60 min darin belassen. Ziel dabei war die Hemmung der endogenen 
Peroxidaseaktivität. Es folgte die Anwendung des PBS-Puffers und anschließend die Blockierung von 
unspezifischen Bindungsstellen, um einer zu starke Hintergrund-Färbung entgegenzuwirken. Dazu 
wurden die Gewebestücke zunächst mit einem Fettstift auf dem Objektträger umrandet, um ein 
Verlaufen der weiteren aufzubringenden Lösungen zu vermeiden. Nun konnte das BSA-PBS appliziert 
werden. Es waren 250 µl/ Schnitt vorgesehen. Für die Präparate der NT- und PAR- Färbung wurde eine 
Konzentration von 1% BSA (Bovines Serumalbumin) gelöst in PBS verwendet. Die Färbungen von 
AIF, HIF-1α, TNFα und cC3 wurden mit 2 %-igem BSA in PBS durchgeführt. Um Austrocknung zu 
umgehen befanden sich die Präparate ab diesem Arbeitsschritt in einer feuchten Kammer. 
3.2.3.4 Antikörper- Inkubation 
Die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sind in Tab. 14 aufgelistet.  
Zunächst wurde der primäre Antikörper in BSA-PBS verdünnt. Für jede Färbeserie ergaben sich dabei 
verschiedene Konzentrationen für BSA-PBS und unterschiedliche Verdünnungen mit dem Antikörper 
(Färbungen HIF-1α, AIF und TNFα 1:100 mit 2 % BSA-PBS, NT-Färbung 1:50 mit 0,5 % BSA-PBS, 
PAR-Färbung 1:600 mit 0,5 % BSA-PBS, cC3-Färbung 1:200 mit 2 % BSA-PBS). Jedes Präparat wurde 
mit 250 µl dieser Antikörper-Lösung bedeckt und über Nacht bei 4°C inkubiert.  





Am Folgetag wurden die Objektträger zunächst auf Raumtemperatur erwärmt und in PBS-Puffer 
gewaschen. Nun folgte die Applikation des enzym-gekoppelten sekundären Antikörpers. Dieser wurde 
ebenfalls mit BSA-PBS-Puffer verdünnt (1:200). Es wurden gleichermaßen 250 µl dieser Mischung 
aufgetragen und für 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Spülung in PBS-Puffer konnte 
das farblose Chromogen AEC für die Farbreaktion aufgetragen werden. Dabei war die Dauer dieser 
Reaktion für die jeweiligen Färbungen unterschiedlich lang. Der Verlauf der Farbreaktion wurde 
mithilfe des Zeiss Invers Mikroskop Primo Vert kontrolliert (vgl. Tabelle 16). Bei den Serien von AIF, 
HIF-1α, TNFα und PAR erwies sich eine Reaktionszeit zwischen 10-20 min als ausreichend. Sowohl 
bei der NT-Färbung (20-30 min) als auch cC3-Färbung (40 min) waren dagegen längere Kontaktzeiten 
notwendig. Zur Beendigung der Substratreaktion wurden die Präparate wiederum in PBS-Puffer 
gewaschen.  
3.2.3.5 Kernfärbung 
Zur Gegenfärbung der Zellkerne wurden die Präparate wurden für 5-15 sec in Hämalaun nach Mayer 
inkubiert. Unmittelbar im Anschluss wurden sie in die schwach basische Scott-Pufferlösung überführt, 
um die Bläuung zu verstärken und den Farbstoff zu fixieren. Damit war die Färbung abgeschlossen.  
Um die Präparate zu schützen und zu konservieren wurden die Gewebestücke mit einem Tropfen 
erwärmter Glycerogelatine (50°C) benetzt und mit einem Deckgläschen versehen. Nach vollständiger 
Trocknung konnten am Folgetag die Ränder des Deckgläschens mit Lack verschlossen werden und die 
Präparate waren für die mikroskopische Auswertung vorbereitet.  
3.2.3.6 Negativkontrollen 
Für jede Färbeserie wurden zu Beginn Negativkontrollen angefertigt, um unspezifische Bindungen der 
Antikörper auszuschließen. Es kamen jeweils drei verschiedene Kombinationen zur Anwendung: Bei 
Kontrolle 1 wurde ausschließlich der primäre Antikörper, bei Kontrolle 2 lediglich der sekundäre 
Antikörper und bei Kontrolle 3 kein Antikörper appliziert. BSA-PBS ersetzte die AK-Lösung für die 
Dauer der eigentlichen Anwendung. Wenn die Präparate am Ende der Färbung keine Rotfärbung 
aufwiesen, so galt die Kontrolle als negativ und die Antikörper kamen zur Anwendung.  
3.2.4 Mikroskopie 
Alle Präparate wurden am Lichtmikroskop Zeiss AxioLab (Zeiss, Jena) untersucht. Für die Auswertung 
wurden Bereiche mit längsverlaufenden Herzmuskelfasern gewählt und bei 40 x Vergrößerung mithilfe 
der integrierten Kamera Zeiss AxioCam MR 5 (Zeiss, Jena) fotografiert. Dabei entstanden je Präparat 
zehn Bilder, wodurch in Summe bei sechs verschiedenen Färbungen und 39 Versuchstieren eine 
Gesamtanzahl an 2340 Bildern für die Auswertung vorlag.  






Alle Bilder wurden im Programm ZEN 2011 (Zeiss, Jena) betrachtet für die Auswertung des 
immunhistochemischen Signals in den Zellstrukturen. Dabei galt es, Zellkerne bzw. Zellen mit einem 
positiven Signal zu erkennen und numerisch zu erfassen. Ein Zellkern wurde als positiv gewertet, sobald 
mehr als 50 % des Karyoplasmas rot angefärbt war. Bei der PAR-Färbung musste abweichend davon 
der gesamte Nucleus rot gefärbt sein. Eine Zelle wurde positiv gewertet, sobald sie sich durch rot 
gefärbtes Zytoplasma von den Nachbarzellen abgrenzen ließ. Somit wurde ohne Kenntnis der 
Versuchsgruppenzugehörigkeit für jedes Bild die Anzahl der positiven Zellkerne/Zellen gezählt und ins 
Verhältnis zur Gesamtzahl gesetzt. Aus der Summe der 10 Bilder pro Versuchstier und pro Färbung 
ergab sich schließlich ein prozentualer Mittelwert.  
3.2.6 Blutwerte 
Während des Tierversuchs wurden regelmäßig Blutproben zur Analysierung entnommen (vgl. 3.1.2.3). 
Das arterielle Blut diente der Bestimmung von Sauerstoffpartialdruck (pO2), 
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO2), Laktatwert, Hämatokrit und O2-Sättigung. 
Für die Untersuchung des venösen Blutes stand das MVZ-Labor Dr. Reising Ackermann zur Verfügung. 
Aus dem Blutserum wurde die klinische Chemie (CK-Gesamt, CK-MB) bestimmt.  
Diese ausgewählten Blutwerte und Parameter des intraoperativen Monitorings sind in den Ergebnissen 
(vgl. 4.1) aufgeführt. 
3.2.7 RP-HPLC 
Die Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) ist eine physikalisch-
chemische Analysemethode, bei der Substanzgemische unter hohem Druck in ihre Bestandteile zerlegt 
werden und sich im Weiteren identifizieren lassen. Dieser Versuch wurde nach dem Protokoll von 
VOLONTÉ et al. (2004) mittels Ionenpaarchromatographie durchgeführt. Der Trennvorgang beruht 
dabei auf unterschiedlicher Polarität und Molekülgröße der einzelnen Komponenten eines 
Stoffgemisches. 
In diesem Versuch sollte der Gehalt an energiereichen Phosphaten und ihren Abbauprodukten (ATP, 
ADP, AMP) in der Herzmuskulatur bestimmt werden. Die Gewebeproben dazu wurden direkt nach der 
OP, wie in 3.2.1 beschrieben, entnommen und bei -80°C aufbewahrt, bis sie für die Chromatographie 
folgendermaßen aufbereitet wurden (vgl. Tabelle 15):  
Zunächst wurde das exakte Gewicht ermittelt. Danach wurden die Proben in 5 ml 0,4 M Perchlorsäure 
für 10 min homogenisiert, anschließend 0,8 ml 0,2 M Kaliumhydroxid zugegeben, um eine Ausfällung 
der Proteine zu erreichen und zum Schluss über 10 min bei 4°C und 3000 x g zentrifugiert. Der 
phosphathaltige Überstand wurde durch einen Spritzenvorsatzfilter filtriert und 20 µl des Filtrats wurden 
aufgenommen und in das HPLC-Gerät gegeben. Alle Lösungen wurden mit hochgereinigtem Wasser 
hergestellt. 





Die funktionellen Bestandteile der HPLC-Anlage sind die Trennsäule als stationäre Phase, eine mobile 
(flüssige) Phase, ein UV-Detektor, ein Probeninjektor und eine Pumpe. Die flüssige Phase befand sich 
in der HPLC-Apparatur und setzte sich aus Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBAHS), 
Kaliumdihydrogenphosphat, Acetonitril und Kaliumhydroxid zusammen.  
Für den Trennvorgang wurde das Filtrat über einen Injektor in die flüssige Phase injiziert und durchlief, 
angetrieben von einer Pumpe mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min bei 25°C, die Trennsäule. 
Das mit C18 modifizierte Kieselgel dieser Trennsäule (reverse Phase) ist apolar und in diesem Zustand 
wäre keine Adhäsion der polaren Phosphate möglich. TBAHS ist jedoch in der Lage, sowohl ein 
Ionenpaar mit den Phosphaten zu bilden als auch an den apolaren Rest der C18-Kette zu binden. Somit 
ist eine elektrostatische Retention der Analyten möglich und es ergeben sich aufgrund unterschiedlicher 
struktureller Eigenschaften der Moleküle verschiedene Retentionszeiten für die Phosphate 
(Retentionszeit = Dauer zwischen Injektion und Detektion). Die Komponenten werden dann von einem 
UV-Detektor bei 254 nm erfasst und als Chromatogramm dargestellt.  
Die qualitative Bestimmung der Komponenten erfolgt dabei über die Retentionszeiten und die 
Quantifizierung der Bestandteile durch eine Berechnung anhand der Fläche unter dem Peak.  
Für die Kalibrierung und Herstellung von Stammlösungen liefen zunächst bei jedem Durchgang der 
HPLC neben der Probe auch Standardlösungen mit unterschiedlichen Konzentrationen mit. 
Die Stammlösungen durchliefen dann das System um die Retentionszeiten von ATP, ADP und AMP zu 
ermitteln. Diese Analyse wurde dreimal wiederholt und schließlich ein Mittelwert aus den Ergebnissen 
gebildet.  
Zur Berechnung der Stoffmenge bezogen auf 1 mg Gewebe wurde danach anhand der Peakfläche in 
dem Chromatogramm und der bekannten Konzentration durch lineare Regression die Quantität 
ermittelt.  
3.3 STATISTISCHE AUSWERTUNG 
Aus den erhobenen Daten wurden zunächst der Mittelwert (MW) und dessen Standardfehler (SEM) in 
n Experimenten errechnet. Zur Prüfung auf signifikante Unterschiede wurde der Kruskal-Wallis-Tests 
genutzt. Die Ergebnisse waren signifikant sofern p < 0,05. Weiterhin wurde der Kolmogorov-Smirnov-
Test angewandt, um die Signifikanzen im Hinblick auf die einzelnen Versuchsgruppen zu analysieren. 
Das Resultat der RP-HPLC sowie der Blutwerte wurden gleichermaßen mit dem nicht-parametrischen 
Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz überprüft. Für die graphische Umsetzung wurde die Software 








4.1 ERGEBNISSE DER BLUTPROBEN UND NARKOSE- ÜBERWACHUNG 
Für die Gewährleistung einer optimalen Kreislaufstabilität während der Narkose ist das intraoperative 
Monitoring von großer Bedeutung. Dazu wurden regelmäßige Blutentnahmen durchgeführt und eine 
engmaschige Überwachung der Vitalfunktionen sichergestellt sowie hämodynamische Parameter 
erhoben (vgl. 3.1.2.3). Sofern sich die Kreislaufsituation verschlechterte und die Werte außerhalb des 
Zielbereiches lagen (vgl. 3.1.2.2), wurden Maßnahmen zur Stabilisierung ergriffen. Hierfür kam die 
Gabe von kreislaufwirksamen Medikamenten, Infusionslösungen oder die Narkosevertiefung zur 
Anwendung (vgl. 3.1.2 und SALAMEH et al. 2020).  
Ausgewählte Parameter des intraoperativen Monitorings, die eine Aussage über die Stabilität von 
Kreislaufzustand und pulmonalen Gasaustausch während der Narkose zulassen, sind in Tabelle 4 
aufgeführt. Ferner wurde der Hämatokrit bestimmt.  
Die Werte belegen eine ausreichende Sauerstoffsättigung im Verlauf des Versuches bei allen 
Versuchsgruppen, ausgenommen der Gruppe „HLM laminar“ mit 95 % zum Zeitpunkt 120 min. 
Weiterhin befanden sich sowohl MAD als auch ZVD sowie CO2-Partialdruck innerhalb des 
Zielbereiches. Geringfügige Abweichungen waren bei den Gruppen „HLM laminar“ und „HLM laminar 
+ EGCG“ erkennbar mit einer Absenkung des arteriellen Mitteldrucks unter 50 mmHg im OP-Verlauf. 
Letztere wies zudem einen zentralen Venendruck unter 8 mmHg zu Beginn der OP auf. Bei der Gruppe 
„HLM pulsatil“ lag der CO2-Partialdruck zum Zeitpunkt 240 min über 45 mmHg.  
Der Hämatokrit sank zu keinem Zeitpunkt unter 11 % (HIEBL et al. 2010), unterlag jedoch einer 
unterschiedlich starken Beeinflussung durch Bluttransfusion, Infusionsgabe und dem operativ bedingten 
Gewebetrauma.  
Aus den Werten der klinischen Blutchemie wurde das Ergebnis für die Gesamt- Creatinkinase (CK) 
statistisch erfasst. Ebenfalls wurde die Bestimmung des herzspezifischen Isoenzyms CK-MB in der 
Blutanalyse durchgeführt, jedoch nicht weiterführend ausgewertet, da eine aussagefähige Veränderung 
jenes Wertes innerhalb des Versuchszeitraumes nicht zu erwarten war. 
In Abbildung 6 sind die Ergebnisse der CK- Bestimmung zu Beginn und Ende des Versuches (Minute 0 
und Minute 240) dargestellt. Dabei erhöhte sich unter Kontrollbedingungen der Endwert signifikant 
gegenüber dem Basalwert. Weiterhin wurde unter Einfluss von EGCG nach 240 min signifikant weniger 
CK nachgewiesen. Durch die Anwendung der HLM erhöhte sich der CK-Wert signifikant gegenüber 
der Kontrollgruppe nach 240 min. Sowohl der Einfluss von EGCG als auch die Modulation des 
Flussprofiles konnten zu einer signifikanten Verminderung der CK-Bildung unter Anwendung der HLM 
beitragen. 
Die arterielle Blutgasanalyse ermöglichte zudem eine Verlaufskontrolle für den Laktat-Gehalt. Als 






Stoffwechsellage oder Minderperfusion von Geweben. In Abbildung 7 sind für die jeweiligen 
Versuchsgruppen die Basalwerte sowie Endwerte dargestellt. Es bestand innerhalb aller HLM-Gruppen 
eine signifikante Erhöhung des Laktat-Wertes nach 240 min. Unter Kontrollbedingungen unterschied 
sich der Endwert nur geringfügig von dem entsprechenden Basalwert, jedoch war zwischen beiden 
Kontrollgruppen eine signifikante Absenkung des Laktats durch EGCG-Gabe nach 240 min erkennbar.  
Tabelle 4: Mittelwerte ± Standardabweichung ausgewählter funktioneller Parameter bei den 












0  100,0 ± 0,00 51,25 ± 3,74 8,33 ± 0,65 40,28 ± 2,25 20,37 ± 1,85 
120 99,50 ± 0,45 57,00 ± 3,81 8,55 ± 0,80 44,78 ± 1,56 22,20 ± 2,00 
240 98,40 ± 1,46 59,44 ± 3,18 9,00 ± 1,26 47,40 ± 2,02 25,25 ± 2,97 
Kontrolle + EGCG [min] 
0  99,71 ± 0,30 61,00 ± 4,49 8,71 ± 1,17 39,43 ± 1,65 22,93 ± 1,74 
120 99,71 ± 0,14 81,86 ± 3,70 8,14 ± 0,59 40,71 ± 0,94 30,00 ± 1,34 
240 99,56 ± 0,15 70,43 ± 2,96 9,86 ± 0,77 43,00 ± 0,38 36,00 ± 1,25 
HLM laminar [min] 
0  99,57 ± 0,30 55,11 ± 2,91 10,44 ± 0,50 41,22 ± 1,28 23,72 ± 1,37 
120 95,00 ± 0,00 47,00 ± 2,70 8,55 ± 1,21 39,41 ± 5,09 17,82 ± 2,58 
240 100,00 ± 0,00 44,55 ± 2,02 11,87 ± 1,06 47,62 ± 1,84 13,20 ± 1,39 
HLM laminar + EGCG [min] 
0  99,50 ± 0,50 64,83 ± 10,63 7,40 ± 0,37 45,33 ± 1,23 19,63 ± 2,17 
120 99,00 ± 0,58 55,33 ± 5,10 8,75 ± 0,61 30,00 ± 2,52 16,12 ± 0,93 
240 100,00 ± 0,00 48,60 ± 3,31 9,00 ± 0,63 44,50 ± 1,31 16,48 ± 1,87 
HLM pulsatil [min] 
0  100,00 ± 0,00 62,33 ± 7,50 10,00 ± 0,52 36,12 ± 1,99 24,37 ± 1,57 
120 98,54 ± 0,95 60,00 ± 2,18 8,17 ± 1,40 35,87 ± 2,02 27,62 ± 1,12 












Abbildung 6: Gehalt an Gesamt- CK im Versuchsverlauf 
* signifikant vs. Kontrolle 240 min 
# signifikant vs. HLM laminar 240 min 





































































Abbildung 7: Gehalt an Laktat im Versuchsverlauf  
 * signifikant vs. 0 min in derselben Versuchsgruppe 

































































4.2 ERGEBNISSE DER IMMUNHISTOCHEMIE 
4.2.1 HIF-1α-Färbung 
Der Nachweis von HIF-1α im Zellkern gilt als Indiz für die Reaktion der Zelle auf eine ischämische 
Hypoxie. Unter Sauerstoffmangel wird die α-Untereinheit stabilisiert und transloziert in den Zellkern, 
wo sie dann die Gentranskription beeinflusst (HUANG et al. 2003). 
Mittels immunhistochemischer Färbung wurden jene Zellkerne visualisiert und anschließend 
quantifiziert (vgl. Abbildung 9). Positive Kerne ergaben sich aus einer Rotfärbung des Nukleus. 
Die Auswertung zeigte, dass die Expression des Transkriptionsfaktors unter Einfluss der HLM im 
laminaren Flussmodus am höchsten war. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die Werte signifikant 
erhöht. Eine Reduktion dieser HIF-1α-Expression konnte sowohl durch die Gabe von EGCG als auch 
durch die Anwendung der pulsatilen Flussmodulation an der HLM festgestellt werden. Dabei war die 
Reduktion durch EGCG signifikant. Zudem wurden bei Anwendung der pulsatilen Flussmodulation an 
der HLM und bei Gabe von EGCG signifikant höhere Werte nachgewiesen als unter 
Kontrollbedingungen. In beiden Kontrollgruppen wurden vergleichbar niedrige Werte nachgewiesen 
und somit war unter Kontrollbedingungen kein erkennbarer Effekt durch EGCG- Gabe zu verzeichnen.  







Abbildung 8: Ergebnis der Expression von HIF-1α in myokardialen Zellkernen unter Einfluss des 
Medikaments EGCG beziehungsweise unterschiedlicher Modulation des Flussprofiles der 
Herzlungenmaschine (laminar/ pulsatil), angegeben als Mittelwert und deren Standardabweichung 
(MW ± SEM). Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen sind mit 
Zusatzsymbolen gekennzeichnet:  
 * signifikant vs. Kontrolle  













































































Abbildung 9: Immunhistochemische Färbung für den Nachweis von HIF-1α  











Die Einwanderung des mitochondrialen Flavoproteins Apoptose-induzierender Faktor (AIF) in den 
Zellkern führt zur DNA-Fragmentierung und somit zur Apoptose der Zelle (CHEUNG et al. 2005). 
Durch immunhistochemische Färbung konnte dieser Faktor in den myokardialen Zellkernen der 
unterschiedlichen Versuchsgruppen nachgewiesen werden (vgl. in Abbildung 11). Positive Kerne 
ergaben sich aus einer Rotfärbung des Nukleus. 
Die Auswertung der histologischen Bilder zeigte, dass unter Anwendung der laminaren HLM die AIF- 
Expression am höchsten war und gegenüber der Kontrollgruppe ein signifikant höheres Niveau 
erreichte. Eine Absenkung der AIF-Expression gegenüber der Gruppe „HLM laminar“ konnte sowohl 
durch den pharmakologischen Einfluss von EGCG als auch durch die Anwendung der HLM mit 
pulsatilem Flussprofil festgestellt werden. Dabei wurde durch EGCG-Gabe eine signifikante Reduktion 
erreicht. 
Weiterhin wurden für die Anwendung der pulsatilen Flussmodulation an der HLM und für die Gabe von 
EGCG signifikant höhere Werte nachgewiesen als unter Kontrollbedingungen. 
Bei den Kontrollgruppen konnte kein Einfluss des EGCG auf die AIF- Einwanderung verzeichnet 
werden.  








Abbildung 10: Ergebnis der Expression von AIF in myokardialen Zellkernen unter Einfluss des 
Medikaments EGCG beziehungsweise unterschiedlicher Modulation des Flussprofils der 
Herzlungenmaschine (laminar/ pulsatil), angegeben als Mittelwert und deren Standardabweichung 
(MW ± SEM). Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen sind mit 
Zusatzsymbolen gekennzeichnet:  
 * signifikant vs. Kontrolle  













































































Abbildung 11: Immunhistochemische Färbung für den Nachweis von AIF  












Nitrosylierte Tyrosinreste (Nitrotyrosin, NT) entstehen unter nitrosativem Stress im Zytoplasma und 
können durch immunhistochemische Färbung nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 13). Für die 
Auswertung wurden positive Zellen gezählt und ins Verhältnis zur Gesamtzellkernzahl gesetzt. Das 
Ergebnis der Färbung ist für die unterschiedlichen Versuchsgruppen in Abbildung 12 nachzuvollziehen.  
Dabei wurden erneut die höchsten Werte unter Anwendung der HLM mit laminarem Flussprofil 
erreicht. Die Anreicherung von Nitrotyrosin im Zytoplasma war signifikant höher als in der 
Kontrollgruppe. Sowohl durch die pharmakologische Intervention mit EGCG („HLM laminar + 
EGCG“) als auch die Veränderung des Flussprofiles („HLM pulsatil“) wurde die nitrosative 
Zellschädigung auf Kontrollniveau gesenkt und weniger NT nachgewiesen als unter Anwendung der 
HLM mit laminarem Flussprofil. Für beide Einflüsse war diese Absenkung signifikant. 












Abbildung 12: Ergebnis der Expression von Nitrotyrosin im myokardialen Zytoplasma unter Einfluss 
des Medikaments EGCG beziehungsweise unterschiedlicher Modulation des Flussprofils der 
Herzlungenmaschine (laminar/ pulsatil), angegeben als Mittelwert und deren Standardabweichung 
(MW ± SEM). Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen sind durch 
Zusatzsymbole gekennzeichnet:  
 * signifikant vs. Kontrolle  















































































Abbildung 13: Immunhistochemische Färbung für den Nachweis von Nitrotyrosin 
Kardiomyozyten in 400 x Vergrößerung  
           NT-positive Zelle 











Die Ausschüttung von TNFα signalisiert einen Entzündungsreiz und kann im Zytoplasma der 
Kardiomyozyten durch immunhistochemische Nachweisverfahren detektiert werden (vgl. Abbildung 
15). Die Quantifizierung erfolgte dabei durch die Auszählung von rotorange gefärbten Zellen im 
Verhältnis zur Anzahl der Zellkerne in ungefärbten Bereichen (vgl. Abbildung 14).  
Die Auswertung ergab, dass unter Anwendung der HLM mit laminarem Flussprofil signifikant mehr 
TNFα ausgeschüttet wurde als unter den Bedingungen in der Kontrollgruppe.  
Unter dem pharmakologischen Einfluss von EGCG reduzierte sich die TNFα-Ausschüttung signifikant 
gegenüber der Gruppe „HLM laminar“. Der gleiche Effekt stellte sich unter Anwendung des pulsatilen 
Flussprofils an der HLM ein. Auch hier war eine signifikant niedrigere Bildung des Zytokins zu 
beobachten. 
Weiterhin konnte in beiden Kontrollgruppen die Expression von TNFα nachgewiesen werden, jedoch 










Abbildung 14: Ergebnis der Expression von TNFα im myokardialen Zytoplasma unter Einfluss des 
Medikaments EGCG beziehungsweise unterschiedlicher Modulation des Flussprofils der 
Herzlungenmaschine (laminar/ pulsatil), angegeben als Mittelwert und deren Standardabweichung 
(MW ± SEM). Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen sind durch 
Zusatzsymbole gekennzeichnet:  
 * signifikant vs. Kontrolle  












































































Abbildung 15: Immunhistochemische Färbung für den Nachweis von TNFα 














Poly(ADP-Ribose) entsteht als Reaktionsprodukt von Poly(ADP-Ribose) -Polymerasen in 
Zusammenhang mit regulativen Prozessen bei DNA- Schädigung und deren Reparatur (BENEKE et al. 
2007). Durch immunhistochemische Färbungen wurde das Vorkommen von PAR in myokardialen 
Zellkernen für die unterschiedlichen Versuchsgruppen nachgewiesen (vgl. Abbildung 17) und 
anschließend statistisch erfasst. Positiv-gezählte Kerne ergaben sich aus einer Rotfärbung des Nukleus. 
Die Auswertung zeigte, dass die signifikant höchste Entstehung von PAR unter Anwendung der HLM 
mit laminarem Flussmuster zu verzeichnen war.  
Sowohl für den pharmakologischen Einfluss durch EGCG- Gabe als auch die Anwendung eines 
pulsatilen Flussprofils konnte ein positiver Effekt auf die Zellprotektion nachgewiesen werden: Die 
Bildung von PAR war in beiden Gruppen („HLM laminar + EGCG“ und „HLM pulsatil“) signifikant 
vermindert gegenüber der Gruppe „HLM laminar“. Eine Absenkung auf Kontrollniveau konnte jedoch 
weder durch EGCG-Gabe noch durch pulsatile Flussmodulation erreicht werden. 








Abbildung 16: Ergebnis der Expression von PAR in myokardialen Zellkernen unter Einfluss des 
Medikaments EGCG beziehungsweise unterschiedlicher Modulation des Flussprofils der 
Herzlungenmaschine (laminar/ pulsatil), angegeben als Mittelwert und deren Standardabweichung 
(MW ± SEM). Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen sind durch 
Zusatzsymbole gekennzeichnet:  
 * signifikant vs. Kontrolle  
 # signifikant vs. HLM laminar 




















































































Abbildung 17: Immunhistochemische Färbung für den Nachweis von PAR  












Die cleaved Caspase 3 (cC3) entsteht im Rahmen der proteolytischen Aktivierungskaskade bei der 
Apoptose. Somit gilt der Nachweis von cC3 für alle Zelltypen als ein sensitiver Indikator für die 
Einleitung des programmierten Zelltodes der betroffenen Zelle (GOWN et al. 2002). 
Im vorliegenden Versuch gelang die immunhistochemische Färbung von cC3 in Herzmuskelzellen und 
ist für die unterschiedlichen Versuchsgruppen in Abbildung 19 beispielhaft dargestellt. Positive Kerne 
ergaben sich aus einer vollständigen Rotfärbung des Nukleus. 
Die Auszählung der histologischen Bilder ergab, dass die signifikant höchste Anzahl an cC3-positiven 
Zellkernen in der Gruppe „HLM laminar“ detektiert wurde. Sowohl ein pulsatiler Fluss an der HLM als 
auch die EGCG- Gabe reduzierten die Anzahl cC3-positiver Zellkerne im Vergleich zu einem laminaren 
Fluss. In der pulsatilen Gruppe wurde zudem das Signifikanzniveau erreicht. 
Jene Reduktion durch sowohl den pharmakologischen Einfluss als auch die pulsatile Flussmodulation 
erreichte nicht das niedrige cC3- Expressionsniveau, welches unter Kontrollbedingungen nachgewiesen 
werden konnte. Es bestanden signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen „HLM laminar + 
EGCG“ und „Kontrolle + EGCG“, wie ebenfalls zwischen „HLM pulsatil“ und „Kontrolle“. 
Unter Kontrollbedingungen war kein Effekt durch EGCG- Gabe erkennbar.  







Abbildung 18: Ergebnis der Expression von cC3 in myokardialen Zellkernen unter Einfluss des 
Medikaments EGCG beziehungsweise unterschiedlicher Modulation des Flussprofils der 
Herzlungenmaschine (laminar/ pulsatil), angegeben als Mittelwert und deren Standardabweichung 
(MW ± SEM). Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen sind durch 
Zusatzsymbole gekennzeichnet:  
 * signifikant vs. Kontrolle  
 # signifikant vs. HLM laminar 















































































Abbildung 19: Immunhistochemische Färbung für den Nachweis von cC3  











4.3 ERGEBNISSE DER RP-HPLC 
Mithilfe der HPLC gelang der Nachweis von energiereichen Phosphaten und deren Abbauprodukten 
(ADP, AMP) sowohl qualitativ als auch quantitativ. 
Davon ausgehend lässt sich eine Aussage darüber treffen, inwiefern die Herzmuskelzelle hypoxischen 
Bedingungen unterlag und ob ein gesteigerter Energieverbrauch vorlag. 
Aus den ermittelten Werten für ATP, AMP und ADP wurden die Dephosphorylierungsquotienten 
[ATP/ (ADP + AMP)] für die verschiedenen Versuchsgruppen errechnet. Daran wird deutlich, dass die 
energetische Stoffwechsellage sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter Anwendung der 
Pulsation besser ausfällt als in den beiden HLM-Gruppen mit laminarem Flussprofil. Somit ist eine 
signifikante Veränderung (p = 0,001) des Energieverbrauchs zu erniedrigtem ATP- und erhöhtem 
ADP + AMP- Gehalt erkennbar.  
Die Werte zeigen, dass allein der laminare Fluss an der HLM einen erheblichen Einfluss auf den ATP- 
Gehalt der Herzmuskelzellen hat. Dieser Effekt konnte auch durch Gabe von EGCG nicht abgeschwächt 
werden („HLM laminar + EGCG“ 1,32 ± 0,12; „HLM laminar“ 1,32 ± 0,17).  








Abbildung 20: Ergebnis des Gehalts an energiereichen Phosphaten im Myokard unter Einfluss 
unterschiedlicher Modulation des Flussprofils der Herzlungenmaschine (laminar/ pulsatil) und des 
Medikaments EGCG, angegeben als Mittelwert und deren Standardabweichung (MW ± SEM). 
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen sind mit Zusatzsymbolen 
gekennzeichnet:  
 * signifikant vs. Kontrolle  
 # signifikant vs. HLM laminar  































































Ziel dieser Arbeit ist es, das Auftreten von hypoxisch-ischämischen und apoptotischen Zellschäden an 
Herzmuskelzellen nach Anwendung der HLM sowie deren Beeinflussung durch pulsatile Perfusion oder 
EGCG-Gabe zu beurteilen.  
Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen, die im Rahmen der Diskussion erörtert werden sollen:  
• Ist das Ferkelmodell geeignet für kardiochirurgische Fragestellungen? 
• Sind hypoxisch-ischämische und apoptotische Zellschäden an den Kardiomyozyten nach 
Anwendung der laminaren HLM erkennbar? 
• Besitzt pulsatile Perfusion kardioprotektive Wirkung? 
• Besitzt EGCG kardioprotektive Wirkung? 
5.1 MODELLBETRACHTUNG 
Ein wesentlicher Aspekt bei Studien im Tiermodell ist die Frage, inwiefern die Ergebnisse auf die 
Humanmedizin übertragbar und anwendbar sind. Für eine höchstmögliche Vergleichbarkeit kommt 
allen Komponenten des Versuchsaufbaus eine große Bedeutung zu. 
In der vorliegenden Studie wurde das Schwein als Tiermodell ausgewählt. Schweine (Sus scrofa 
domestica) werden als Versuchstiere in der biomedizinischen Forschung standardmäßig genutzt 
(SWINDLE et al. 2008). Für kardiochirurgische Forschungsarbeiten hat sich das Ferkelmodell 
gegenüber anderen Versuchstieren wie Schaf, Hund oder Affe durchgesetzt und ist insbesondere für das 
experimentelle Gebiet der fetalen Kardiochirurgie mit extrakorporaler Zirkulation geeignet (LELOVAS 
et al. 2014; KAISER et al. 2006; DOUGLAS 1972; PUROHIT et al. 1993; SWINDLE 1984).  
Grund dafür ist die große Ähnlichkeit zur humanen Physiologie, Anatomie und Morphometrie des Herz-
Kreislaufsystems, die bei kaum einer anderen Spezies im gleichen Maße ausgeprägt ist. So sind der 
anatomische Aufbau des Herzens sowie dessen Blutversorgung durch koronare Herzgefäße nahezu 
identisch. SWINDLE et al. (2012) beschreiben, dass die koronare Zirkulation zu 90 % der des Menschen 
entspricht. Demnach ist zu erwarten, dass sowohl Verlauf als auch Manifestation akuter kardialer 
Erkrankungen vergleichbar mit dem Menschen sind (SWINDLE et al. 2012; SWINDLE et al. 1986; 
ALVAREZ et al. 1995; SWINDLE et al. 2016; LELOVAS et al. 2014).  
Weiterhin bietet sich für Forschungszwecke die Möglichkeit, den Versuchsaufbau im Ferkelmodell 
unter Nutzung humanmedizinischer Geräte durchzuführen, woraus eine höhere Aussagefähigkeit der 
Ergebnisse resultiert So wurde im vorliegenden Versuch eine Herz-Lungenmaschine genutzt, die 
üblicherweise in der Humanmedizin zum Einsatz kommt (Typ Stöckert SIII). Auch das nötige Zubehör 
zur HLM wie Einmal-Schlauchsystem, Membranoxygenator und Kanülierungsnadeln stammte aus der 







Aufgrund des kinderkardiochirurgischen Fokus dieser Studie wurden Tiere in einem vergleichbaren 
Entwicklungsstand hinsichtlich der Herzgröße und der Gefäßkaliber gewählt, was bei dem Alter der 
Ferkel von etwa 4 Wochen mit einem Körpergewicht zwischen 8-15 kg der Fall ist (LA BRUTEL DE 
RIVIÉRE et al. 1983; SWINDLE et al. 2016; VERDOUW et al. 1983). 
Dennoch bestehen anatomische und physiologische Besonderheiten beim Schwein, deren Kenntnis für 
operative Eingriffe von Bedeutung ist. CRICK et al. (1998) haben 27 porzine Herzen anatomisch 
untersucht und mit bekannten Daten zum humanen Herz verglichen. Sie konnten minimale 
morphologische Unterschiede beschreiben, z.B. hinsichtlich der Herzsilhouette, Anzahl der 
Pulmonalvenen und Ein- bzw. Ausflusswinkel der großen Gefäße. Diese sind vor allem auf die Position 
des Herzens in der Thorakalhöhle und die unterschiedlichen Gangarten von Vierbeinern vs. Zweibeinern 
zurückzuführen. Zudem ist beim Schwein die Existenz einer V. azygos sinister belegt, welche das venöse 
Blut aus den Interkostalräumen drainiert und im Koronarvenensinus mündet. Beim Menschen wird diese 
Aufgabe von der V. hemiazygos übernommen, die über die V. azygos und die obere Hohlvene im rechten 
Vorhof mündet. Somit führt der Sinus coronarius beim Menschen ausschließlich myokardiales Blut und 
beim Schwein ein Gemisch aus myokardialem und systemischem Blut (LELOVAS et al. 2014; CRICK 
et al. 1998; GENAIN et al. 2018; HAMMER 1998; SWINDLE et al. 2008; SWINDLE et al. 2009; 
SMITH et al. 2006).  
Außerdem neigen Schweine zu kardialen Arrhythmien in Form von Kammerflimmern und zur 
pulmonalen Hypertension, insbesondere während der Entwöhnung von der HLM (SUZUKI et al. 2011; 
SWINDLE et al. 2016; VERDOUW et al. 1983). Zur Prävention wurde im Versuch umfassendes 
intraoperatives Monitoring eingesetzt und zur Behandlung standen Kardioversion mittels Defibrillation 
und die Gabe von Infusionslösungen bzw. herzwirksamen Medikamenten zur Verfügung (vgl. Kapitel 
3.1.2). 
Zur Eignung des Ferkelmodells zählen weiterhin auch wirtschaftliche Aspekte. So sind Haltung und 
Zucht gut standardisiert. Außerdem ist der Reproduktionszyklus kurz und die Reproduktionsrate ist 
relativ hoch. Hinzu kommt ein gleichmäßiges Wachstum mit konstanter Gewichtszunahme und ein 
Gesundheitsstatus, der gut kontrollierbar ist (MEURENS et al. 2012; SWINDLE et al. 2016). 
An dieser Stelle sei zu erwähnen, dass Primaten als Tiermodell trotz einer großen Vergleichbarkeit des 
Herz-Kreislaufsystems für diese Studie nicht infrage kamen. Menschenaffen werden in Deutschland seit 
1991 aus ethischen Gründen nicht mehr für Versuchszwecke genutzt und nicht-menschliche Primaten 
nur unter strengsten Auflagen (DTB 2006; Leopoldina 2012; BMEL 2018). 
Eine weitere methodische Qualität dieser Studie liegt in der Erzeugung der pulsatilen Perfusion bei der 
Versuchsgruppe „HLM pulsatil“. Hierbei konnte der pulsatile Modus durch ein anwählbares Modul 
direkt an der HLM generiert werden. Es wurde keine technische oder apparative Erweiterung eingesetzt 
und somit kam für alle Versuchsgruppen die gleiche HLM zum Einsatz.  
In vorherigen Studien zur pulsatilen Perfusion wurden mitunter zusätzliche Geräte für die jeweilige 






Perfusion im Endstromgebiet für die pulsatile Versuchsgruppe eine Druckplattenpumpe, die dem HLM-
Kreislauf zwischengeschaltet wurde. In einer ähnlichen Studie von ÜNDAR et al. (1999d) kamen zwei 
verschiedene Herz-Lungenmaschinen für die Erzeugung des jeweiligen Perfusionsmodus zum Einsatz. 
Ebenso wurden in einer klinischen Studie von AKÇEVIN et al. (2010) zwei verschiedenartige HLM-
Modelle genutzt. Für einen unmittelbaren Vergleich von Versuchsgruppen untereinander ist die 
Verwendung einheitlicher medizintechnischer Geräte, wie in dieser Studie, die geeignetere Methode. 
So ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse nicht durch variierende technische Faktoren beeinflusst 
wurden.  
In den Versuchsgruppen „HLM laminar+EGCG“ und „Kontrolle+EGCG“ wurde zu zwei Zeitpunkten 
EGCG in gelöster Form intravenös appliziert. Hierbei wurde bewusst die intravenöse Gabe einer oralen 
Gabe vorgezogen, denn ein wichtiges Kriterium für die Wirksamkeit von pharmakologischen Stoffen 
ist deren Bioverfügbarkeit. Diese ist laut einer Studie von CHEN et al. (1997) bei intravenöser 
Verabreichung um ein Vielfaches höher. Aufgrund des vorhandenen zentralvenösen Katheters bei den 
Versuchstieren war die i.v.-Gabe gleichzeitig auch die praktikablere Variante. Um einen konstanten 
Wirkspiegel zu gewährleisten wurde EGCG in diesem Versuch zweimalig verabreicht – vor Anschluss 
an die HLM und nach Abgang von der HLM. 
Das intraoperative Kreislaufmonitoring war ein wichtiger Erfolgsfaktor für diese Studie. Es umfasste 
alle Komponenten, die infolge SWINDLE et al. (2016) für eine HLM-Studie im Ferkelmodell 
erforderlich sind: EKG, Temperatur- und Blutdruckmessung, Blutgasanalyse, Serumelektrolyte, 
Hämatokrit und ACT, aber auch hämodynamische Parameter. Hierbei galt es, die Parameter innerhalb 
der Zielgrößen während der OP zu stabilisieren. Bei Abweichungen musste sofort interveniert werden, 
denn langandauernde Phasen der Hypoxie oder Hypotonie sowie starke Blutungen können das Ergebnis 
negativ beeinflussen. In Tabelle 4 sind ausgewählte Parameter und deren Werte zu drei Zeitpunkten 
während der OP aufgeführt. Darin ist zu erkennen, dass sich bis auf geringfügige Abweichungen alle 
Werte innerhalb des Zielbereiches befanden und somit die Operationen aller Versuchstiere unter stabilen 
Kreislaufbedingungen stattgefunden hat.  
Als limitierender Faktor dieser Studie ist die Dauer der Rekonvaleszenzphase anzusehen. Der gewählte 
Zeitraum bietet für den Nachweis einzelner serologischer Parameter nicht das optimale diagnostische 
Zeitfenster. Dies gilt insbesondere für die Bestimmung Troponin T (cTnT), ein hochspezifisches 
kardiales Markerprotein. Troponin T liegt im Zytosol der Herzmuskelzelle vor und gelangt durch 
Ischämie/Reperfusions-induzierte Zellmembranschädigung in den Blutkreislauf. Somit liefert ein 
serologischer Nachweis von Troponin T wertvolle Informationen über myokardialen Zellschaden und 
erlaubt auch eine prognostische Aussage. Jedoch ist das Protein erst ab 3 h nach dem einwirkenden 
Trauma nachweisbar und erreicht seine höchste Konzentration nach 12-48 h (KATUS et al. 1991; 
HAGGART et al. 2001; BAUM et al. 1997; GERHARDT et al. 2010; LANDESBERG et al. 2003; 
PARVIZI et al. 2000). Somit liegt das optimale diagnostische Zeitfenster außerhalb der gewählten 






Frühzeitiger als Troponin T ist die Kreatinkinase (CK) detektierbar. Das Enzym katalysiert Reaktionen 
im Energiestoffwechsel der Muskelzelle. Sein Isoenzym CK-MB gilt als herzspezifischer Marker für 
den Nachweis von myokardialer Ischämie und ist bereits mit eintretender Reperfusion serologisch 
nachweisbar (MAIR 1997; SYLVÉN et al. 1982; PEIVANDI et al. 2004). Jedoch wird CK-MB zwar 
überwiegend, aber nicht ausschließlich vom Myokard freigesetzt, wodurch sein diagnostischer Wert als 
kardiales Markerenzym geschwächt wird (MAIR 1997). So konnten TSUNG et al. (1986) in ihrer Studie 
zum Verteilungsmuster der CK-Isoenzyme für die Skelettmuskulatur feststellen, dass 1-6% des CK-
Gehaltes von der CK-MB Fraktion gebildet werden. Dadurch kann das operativ-bedingte Muskeltrauma 
zu einer Konzentrationserhöhung von CK-MB beitragen und zu falsch-positiven Ergebnissen führen 
(MANGANO 1994; CHEDRAWY et al. 1997). Aus diesem Grund wurden für diese Studie CK-MB 




Abbildung 21: Graphische Darstellung der Ergebnisse 
 Einfluss von EGCG und pulsatiler Perfusion auf die Expression zellulärer Marker und den 
Energiehaushalt: Beide Effekte greifen in die pathophysiologischen Stoffwechselwege von 
Ischämie/Reperfusion und Apoptose ein.  
 Unter EGCG-Gabe war die Expression von HIF-1α, AIF, Nitrotyrosin, TNFα und PAR signifikant 
vermindert.  
 Bei pulsatiler Perfusion wurde signifikant weniger TNFα, Caspase 3, PAR sowie Nitrotyrosin 
nachgewiesen und der ATP-Gehalt war höher. 









5.2 EINFLUSS DER HLM AUF DAS HERZGEWEBE 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Anwendung der Herz-Lungenmaschine mit laminarem Flussmuster 
einen schädigenden Einfluss auf das Herzgewebe ausübt. Die Expression aller untersuchten zellulären 
Marker für Hypoxie, Ischämie/Reperfusion und Apoptose war in der Gruppe „HLM laminar“ am 
höchsten (vgl. Kapitel 4.2). 
Der immunhistochemische Nachweis des Hypoxie-induzierten Faktors 1α (HIF-1α) ergab einen 7-
fachen Anstieg an positiven Zellkernen in der Gruppe „HLM laminar“ vergleichend zur Kontrollgruppe. 
Da dieser Marker nur unter O2-Mangel im Zellkern stabilisiert wird und somit detektierbar ist (HUANG 
et al. 2003), lässt sich ableiten, dass sich das Herzmuskelgewebe während der OP in einer hypoxischen 
Stoffwechsellage befand. Gleichzeitig war auch die Entleerung zellulärer Energiereserven unter 
laminarer HLM-Perfusion am höchsten (vgl. Kapitel 4.3). So zeigte die Messung energiereicher 
Phosphate und deren Abbauprodukte mittels RP-HPLC eine Reduktion um 60 %. Zusätzlich war der 
Laktat-Wert in der Gruppe „HLM laminar“ am höchsten. Diese Ergebnisse deuten auf eine Dysbalance 
im Energiehaushalt hin.  
Als Ursache dafür ist die Kardioplegie, die für Operationen an der HLM erforderlich ist, plausibel. 
Durch die temporäre Ausschaltung des Herzens vom Blutkreislauf mittels Kanülierung und 
Aortenklemmung wird die koronare Blutversorgung unterbrochen und somit auch die Sauerstoffzufuhr. 
Zwar trägt die kalte Kardioplegielösung zum Schutz des Myokards bei, jedoch können ausgehend von 
dem Zustand der Hypoxie weitere pathophysiologische Prozesse wie oxidativer Stress, 
Reperfusionsschaden, Entzündung und Apoptose resultieren (vgl. Kapitel 2.2). Zuvor werden 
körpereigene Anpassungsmechanismen aktiviert, mit dem Ziel, die zelluläre Integrität zu bewahren. So 
bedeutet der Nachweis von HIF-1α gleichzeitig, dass er in dieser stabilisierten Form seine Funktion als 
Transkriptionsfaktor ausüben kann. In Untersuchungen zur Bindungskinetik von HIF an die DNA 
konnte bereits 1 min nach Hypoxieinduktion Bindungsaktivität nachgewiesen werden (WANG et al. 
1993). Die Adaptionsmechanismen reagieren demnach schnell auf Änderungen des 
Sauerstoffangebotes, um die Zellen vor hypoxischen Schäden zu schützen. Daraus lässt sich auch eine 
kardioprotektive Komponente für die HIF-Expression ableiten (SHYU et al. 2002; ONG et al. 2012). 
HIF aktiviert eine Vielzahl von Genen, deren Produkte zelluläre Adaptionsmechanismen an die Hypoxie 
aktivieren, u.a. Signalmoleküle zur Stimulation von Angiogenese, Erythropoese und Glykolyse (WANG 
et al. 1993; MOLLENHAUER et al. 2010; GORR et al. 2006). Diese Vorgänge sind jedoch für diese 
Studie nicht relevant, da sie innerhalb des Versuchszeitraumes von ca. 4 Stunden nicht zum Tragen 
kommen.  
Eine kontinuierliche Sauerstoffzufuhr ist für die Herzmuskelzelle besonders bedeutungsvoll, da deren 
Energiegewinnung hauptsächlich durch oxidativen Metabolismus gewährleistet wird (STANLEY et al. 
2005, ASCHENBRENNER et al. 1971; POCHE et al. 1969). Messungen von SCHAPER et al. (1985) 






Mitochondrien eingenommen werden. Dieser hohe Anteil spiegelt morphologisch die Bedeutung der 
mitochondrialen aeroben Energiegewinnung wider.  
Hingegen wird dem immaturen Myokard die physiologische Besonderheit einer hohen Ischämietoleranz 
zugesprochen. Diese Vermutung stützt sich auf eine Studie von YANO et al. (1987), die an isolierten 
Rattenherzen einen kardioplegen Herzstillstand von unterschiedlicher Dauer induzierten, um schließlich 
die postischämische Erholung der kontraktilen Funktion des Herzmuskels zu beurteilen. Diese war mit 
zunehmender Dauer der Ischämie (ab 40 min) bei den Herzen von 3-5 Tage alten Ratten bedeutend 
besser als bei den Herzen von adulten Ratten (50-60 Tage alt). In vergleichbaren Studien von GRICE et 
al. (1987), NISHIOKA et al. (1982) und BOVE et al. (1986) an isolierten Kaninchenherzen konnte diese 
Aussage bestätigt werden. Als Ursache für die unterschiedliche Ischämietoleranz wird zum einen der 
Substratmetabolismus der Herzmuskelzellen diskutiert (DOENST et al. 2003). So basiert die 
Energiegewinnung im neonatalen Herzmuskelgewebe zunächst auf Glykolyse und stellt sich erst im 
Laufe der postnatalen Entwicklung auf Fettsäureoxidation um (BREUER et al. 1968; BREUER et al. 
1967). Gleichzeitig sind die Glykogenreserven der neonatalen Kardiomyozyten größer und die Aktivität 
der Gluconeogenese ist gesteigert (LOPASCHUK et al. 1991; MAKINDE et al. 1997; HOERTER 1976; 
JULIA et al. 1990). Unter ischämischen Bedingungen ist das immature Myokard somit in der Lage, 
seine Energiegewinnung effizienter auf anaeroben Metabolismus umzustellen um einen höheren ATP-
Spiegel aufrechtzuerhalten (JARMAKANI et al. 1978; NISHIOKA et al. 1982). Weiterhin kommt es 
infolge von Hypoxie zu einer Vasodilatation der Koronargefäße, wodurch die myokardiale 
Sauerstoffzufuhr sowie die kontraktile Funktion in der Reperfusionsphase besser gewährleistet werden 
können (BERNE 1980). Dieser Effekt ist zwar für das Myokard unabhängig vom Alter beschrieben, tritt 
aber offenbar am immaturen Myokard verstärkt auf. In der Studie von MATHERNE et al. (1996) am 
isoliert und hypoxisch perfundierten Kaninchenherzen stieg der koronare Blutfluss bei den immaturen 
Herzen (2-4 Wochen alt) um 120 % an, wohingegen bei adulten Herzen (3-4 Monate alt) lediglich ein 
Anstieg um 64 % gemessen wurde. Die Autoren vermuten dabei einen Zusammenhang zwischen der 
vasoaktiven Substanz Adenosin und der Ischämietoleranz des immaturen Myokards.  
Dennoch ist im Falle von präoperativ bestehenden Zyanosen die Ischämietoleranz des immaturen 
Myokards aufgehoben und das Myokard ist sogar anfälliger für oxidativen Stress (IHNKEN et al. 1995). 
So besteht bei zyanotischen Herzfehlern schon vor der OP eine chronische Hypoxie. In diesem Fall stellt 
bereits das Angehen an die HLM eine plötzliche Reoxygenierung des Patienten dar aufgrund der 
Übernahme der Zirkulation mit oxygeniertem Blut durch die HLM. Eine starke Bildung freier 
Sauerstoffradikale ist die Folge und wurde sowohl in einer klinischen Studie von (ALLEN et al. 1997) 
bei zyanotischen Säuglingen nachgewiesen als auch im Ferkelmodell (IHNKEN et al. 1995). 
Gleichzeitig war auch die antioxidative Kapazität der endogenen Radikalfänger stärker reduziert. Für 
das gehäufte Auftreten von ventrikulären Dysfunktionen bei zyanotischen Säuglingen nach einer 
Herzoperation unter extrakorporaler Zirkulation ist jener Reoxygenierungsschaden als Ursache 






Ein HLM-assoziierter Reoxygenierungsschaden ist in der vorliegenden Untersuchung gleichermaßen 
erkennbar. Dieser konnte anhand von spezifischen Markern aufgezeigt werden, die bekanntermaßen in 
ROS/RNS-ausgelösten pathophysiologischen Reaktionen entstehen und somit als indirekte 
Nachweismethode dienen. So zeigte die immunhistochemische Färbung von Nitrotyrosin eine nahezu 
4-fache Steigerung zur Kontrollgruppe (vgl. 2.4.2 und 4.2.3). Nitrotyrosin entsteht durch die Einwirkung 
von Peroxynitrit auf Tyrosin-Reste von Proteinen im Zytoplasma und gilt somit als Marker für 
nitrosativen Stress (MARUYAMA et al. 1996). Peroxynitrit seinerseits ist das Reaktionsprodukt aus 
dem Superoxid-Anion und Stickstoffmonoxid (DAIBER et al. 2002; BECKMAN et al. 1990). Die hohe 
Gewebstoxizität von Peroxynitrit und freien Radikalen generell, sowie deren Pathogenese bei HLM-
Operationen sind hinlänglich beschrieben (RADI et al. 1991; CHEN et al. 2014; JENNINGS et al. 1991). 
Das vorliegende Ergebnis zur Nitrotyrosin-Bildung bestätigt die Aussagen vorangegangener 
Untersuchungen zu dem Thema. So zeigte auch die Studie von HAYASHI et al. (2001), dass die 
Nitrotyrosin-Konzentration im Koronarvenensinus nach Entfernung der Aortenklemme stetig anstieg, 
was die Autoren auf die parallele Entstehung von Peroxynitrit zurückführten. In der klinischen Studie 
von MEHLHORN et al. (2003) wurde durch Kardioplegie-induzierte myokardiale Ischämie und 
anschließender Reperfusion die Bildung von Nitrotyrosin in koronaren Endothelzellen nachgewiesen. 
Gleichzeitig konnten sie die vermehrte Entstehung von 8-Isoprostan, ein Indikator für ROS-induzierte 
Lipidperoxidation, feststellen. In Studien von SALAMEH et al. (2017), SALAMEH et al. (2015c) und 
TWAL et al. (2013) gelang der Nachweis von HLM-induzierter Nitrotyrosin -Bildung auch für weitere 
Organe wie Lunge, Gehirn und Niere. 
Je nach Ausmaß des oxidativen/nitrosativen Stresses bei HLM-Operationen ist ein irreversibler 
Funktionsverlust der Herzmuskelzelle mit anschließender Apoptose die Folge. Bei starker Einwirkung 
von ROS/RNS wird das mitochondriale Membranpotenzial destabilisiert, woraufhin es zur 
Translokation von Cytochrom C als initiales Ereignis der intrazellulären Signalkaskade der Apoptose 
kommen kann (COOK et al. 1999). Freigesetztes Cytochrom C ist in der Lage, die intrazelluläre 
Proteolyse der Caspasenkaskade auszulösen. An dessen Ende steht die Spaltung von Caspase 3, die 
schließlich die Fragmentierung der DNA auslöst (vgl. 2.2.4; NAGATA 2000; LIU et al. 1997; PORTER 
et al. 1999). Eine Detektion des Spaltproduktes von Caspase 3 (cC3) lässt demnach erkennen, dass jene 
Schadwirkung stattgefunden hat (GOWN et al. 2002). In dieser Studie wurde bei der Gruppe „HLM 
laminar“ cC3 in 28 % der Zellkerne nachgewiesen, was einer 8-fachen Steigerung im Vergleich zur 
Kontrollgruppe entspricht. Mit diesem Ergebnis lässt sich sagen, dass es bei HLM-Operationen zur 
Aktivierung des Caspasen-abhängigen Weges der Apoptose in Kardiomyozyten kommt.  
Dieses Resultat deckt sich mit den Ergebnissen innerhalb der gleichen Studie zu weiteren Organen: So 
konnten SALAMEH et al. (2015c) und SALAMEH et al. (2017) im Lungengewebe sowie in den 
Pyramidenzellen des Hippocampus ebenfalls cC3-positive Zellkerne in der HLM-Versuchsgruppe 
nachweisen, was sie als Resultat der ROS/RNS-Einwirkung ansahen. Weiterhin liefern Untersuchungen 






von Fluorenszenzmessungen eine signifikante Steigerung der Caspase 3-Aktivität bei Herzmuskelzellen 
nach Initiierung der Kardioplegie demonstrieren. ZHOU et al. (2017) untersuchten isoliert perfundierte 
Rattenherzen an der Langendorff-Apparatur. Dabei war die Expression von Caspase 3 in der Gruppe 
mit modulierter Perfusion (30 min normoxische Perfusion, 30 min Ischämie, 90 min Reperfusion) 
nahezu 9-fach höher als in der Kontrollgruppe mit kontinuierlicher normoxischer Perfusion. Ebenfalls 
im Ferkelmodell beschrieben MALMBERG et al. (2006) einen Anstieg der Apoptose in 
Kardiomyozyten je nach Dauer der Aortenklemmzeit (60 bzw. 90 min) gemessen an der cC3-
Konzentration. In einer in vivo Studie von RAMLAWI et al. (2006) wurden bei Patienten, die sich einer 
Bypass-OP unterzogen, vor und nach HLM- Anschluss Herzmuskelproben entnommen und untersucht. 
Dabei stiegt die gemessene Aktivität der Caspase 3 um den 1,5-fachen Wert an. Umgekehrt bietet die 
Hemmung der Caspase 3-Aktivität auch einen kardioprotektiven Ansatz, wie die Studie von RUETTEN 
et al. (2001) aufzeigt. Die Autoren demonstrierten an isolierten Rattenherzen die Wirkung eines 
spezifischen Caspase 3-Inhibitors, durch dessen Einfluss die Ischämie/Reperfusions-induzierte 
Aktivierung von Caspase 3 ausblieb und somit die Erholung der postischämischen Kontraktilität 
verbessert wurde. In einer weiteren Studie von FISCHER et al. (2003) im Schweinemodell wurden 
Biopsien des linken Ventrikels zu fünf Zeitpunkten im Verlauf der HLM-OP entnommen und 
immunhistochemisch analysiert. Die Verlaufskurve der Konzentration von aktivierter Caspase 3 zeigte 
einen signifikanten Anstieg nach der Phase der Kardioplegie und verblieb auf einem hohen Niveau. Die 
Autoren bestätigen damit, dass die Kardioplegie zur Auslösung der apoptotischen Signalkaskade in 
Herzmuskelzellen führt. Jedoch äußern sie Zweifel an einem kausalen Zusammenhang zwischen 
ROS/Peroxynitrit- Formation und Apoptose-Aktivierung. So zeigten die Verlaufskurven für 
Nitrotyrosin und 8-Isoprostan einen wesentlich geringeren Anstieg und die Färbung von PARP blieb 
negativ. In diesem Zusammenhang ist möglicherweise die Dauer der Kardioplegie relevant. Im Versuch 
von FISCHER et al. (2003) war die Aortenklemme 60 Minuten lang gesetzt und in unserer Studie waren 
es 90 min. Da die Dauer der Ischämie als ein entscheidender Faktor für das Ausmaß des Zellschadens 
identifiziert wurde, liegt darin möglicherweise die Erklärung für den milderen Verlauf der oxidativen 
Schädigung im Vergleich zu dieser Studie (JENNINGS 1969; KRUG et al. 1966; MALMBERG et al. 
2006; WAN et al. 1996). 
Vor dem Hintergrund, dass durch die Spaltung von Caspase 3 der Zelltod mit DNA-Fragmentation folgt, 
erscheint das Ergebnis für cC3 in dieser Studie sehr hoch (vgl. 2.2.4). Gleichzeitig wurde in den beiden 
Kontrollgruppen, die lediglich unter dem Einfluss der Narkose standen, ohne an die HLM angeschlossen 
zu sein, ebenfalls geringe Werte cC3-postiver Zellen detektiert. In dem Zusammenhang liefert die 
Untersuchung von KARIMI et al. (2004) über altersbedingte Unterschiede hinsichtlich der 
Apoptoseneigung des Myokards wertvolle Erkenntnisse. In ihrer Studie im Schafmodell wurde eine 
immature (6-8 Tage alt) und eine mature Gruppe (6-8 Wochen alt) an die HLM angeschlossen und einer 
60-minütiger Kardioplegie unterzogen. Die biochemische/histochemische Analyse der post-OP-






in der immaturen Lämmergruppe. So war cC3 erhöht (4-facher Anstieg), wie auch zytosolisches 
Cytochrom C (2-facher Anstieg) und die TUNEL-positiven Zellkerne als Zeichen für DNA- Schädigung 
(3-facher Anstieg). Weiterhin war das proapoptotische Molekül Bax in der neonatalen Gruppe 
prominent, wodurch sich das Bax/Bcl-2-Verhältnis als Maß für den proapoptotischen Zustand der Zelle 
verschob. Aus der Summe dieser Ergebnisse stellten die Autoren die Hypothese auf, dass sich das 
neonatale Myokard in einem „proapoptotischen Zustand“ befinde und die Kardioplegie zu einer 
stärkeren Aktivierung der proapoptotischen Mediatoren führe. Zugleich wären Unterschiede in der 
Aktivierung jener Prozesse denkbar. Diese Annahmen stehen im Widerspruch zu der zuvor 
beschriebenen Ischämietoleranz des immaturen Myokards. Darüber hinaus scheinen apoptotische 
Signalwege auch physiologisch aufzutreten als Teil des postnatalen myokardialen Umbaus 
(ABDELWAHID et al. 1999). Diese sind sowohl für Sinusknoten, AV-Knoten und His-Bündel 
beschrieben worden (JAMES 1994), wie auch für das Myokard im Zuge des Umbaus zu differenzierten 
post-mitotischen Herzmuskelzellen (CARDONA et al. 2015). Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse 
der Studie von BAHI et al. (2006), die an kultivierten Kardiomyozyten der Ratte unterschiedlichen 
Alters (embryonal, neonatal, adult) die Ischämie-induzierten apoptotischen Vorgänge verglichen. 
Interessanterweise war in der embryonalen Phase die Expression von Regulatoren des Caspase-
abhängigen Zelltodes (Caspase 3,8, 9, Apaf-1) am höchsten. In der neonatalen und adulten Gruppe fand 
zwar ebenfalls die Ischämie-induzierte Translokation von Cytochrom c statt, jedoch war widererwartend 
weder Caspase 3-Spaltung noch DNA-Fragmentierung erkennbar. Die Autoren vermuteten hierbei einen 
Schutzmechanismus vor Caspasen- Aktivierung und Apoptose während der Zelldifferenzierung zu 
erkennen und gehen von einer Stilllegung apoptotischer Gene während der myokardialen Entwicklung 
aus. Desweiteren könnte die lange Rekonvaleszenzphase von 90 min zur hohen cC3-Expression 
beitragen, die in diesem Versuch bewusst gewählt wurde, damit sich eventuelle zelluläre Schäden oder 
Regeneration manifestieren konnten. Grundsätzlich ist jedoch die Frage zulässig, ob der Nachweis von 
Caspase 3-Spaltung auch zwangsläufig die Ausführung des Zelltodes mit DNA-Fragmentation beweist. 
Es ist bekannt, dass dieser Schritt über eine Caspase-aktivierte DNase (CAD) erfolgt, indem Caspase 3 
dessen Inhibitor (ICAD) abspaltet, woraufhin CAD aktiviert wird und anschließend die DNA 
enzymatisch fragmentiert (SAKAHIRA et al. 1998; MCILROY et al. 1999; TAN et al. 2018). Ob dieser 
finale Schritt jedoch in diesem Versuch tatsächlich stattgefunden hat ist anhand der cC3-Expression 
nicht feststellbar. Weitere Einflüsse auf den Enzymkomplex CAD/ICAD sind möglich. Somit lässt sich 
schlussfolgern, dass der hohe Nachweis des frühen Apoptosemarkers cC3 zwar eine starke Aktivierung 
der apoptotischen Signalkaskade belegt, was aber nicht gleichbedeutend mit der Anzahl apoptotischer 
Zellen ist. Dafür wäre der Nachweis von DNA-Strangbrüchen notwendig. Vor dem Hintergrund des 
zeitlichen Verlaufs der Apoptose wurde im vorliegenden Versuch auf letzteren verzichtet. Der 
apoptotische Prozess dauert 12-24 h und DNA-Strangbrüche kommen als finaler Schritt erst spät vor, 
was vermuten lässt, dass dieses Ereignis außerhalb des Versuchszeitraumes von ca. 4 h liegt (ANSELMI 






Neben dem beschriebenen mitochondrialen Weg der Apoptose kann die Caspase-3-Spaltung auch 
TNFα-vermittelt über den extrinsischen Signalweg ausgelöst werden. Als Ligand am Rezeptor TNFR1 
kommt es bei Bindung von TNFα zur Ankopplung weiterer Signaldomänen und somit zur Auslösung 
einer Signalkaskade, die schließlich in der Spaltung der Caspase 3 und der DNA-Fragmentierung 
mündet (MELDRUM 1998; HAUDEK et al. 2007; TARTAGLIA et al. 1993). Dagegen kommt es bei 
Bindung an TNFR2 zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB mit darauffolgender Synthese 
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-8 (SEDGER et al. 2014; WAN et al. 1996; HALTER 
et al. 2005). Voraussetzung dafür ist Zellstress bzw. biochemische Dysbalance der Kardiomyozyten 
(SEDGER et al. 2014). Es ist davon auszugehen, dass diese Zustände auch hier eine Rolle gespielt 
haben, da die Expression TNFα-positiver Zellen um das 6-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe 
angestiegen ist. Die HLM wirkt demnach als potenter Stimulus für die intramyokardiale TNFα-
Synthese. Dabei ist zum einen die Aktivierung proinflammatorischer Mediatoren aufgrund des 
Kontaktes zwischen Blut und Fremdoberfläche entscheidend und zum anderen die Phase von Ischämie 
mit darauffolgender Reperfusion (MELDRUM 1998; WAN et al. 1996; GASZ et al. 2006; LEVY et al. 
2003). 
Neben aktivierten Makrophagen, die als Hauptquelle für die TNFα-Produktion gelten, ist auch für die 
Kardiomyozyten belegt, dass oxidativer Stress, hervorgerufen durch Ischämie/Reperfusion, zu einer 
hohen TNFα-Expression im Zytosol führt (MELDRUM et al. 1998; KAPADIA et al. 1995; TORRE-
AMIONE et al. 1996). Klinisch äußert sich die TNFα-Wirkung in Form von myokardialen 
Dysfunktionen mit negativer Inotropie und hämodynamischen Veränderungen wie reduzierter 
Ejektionsfraktion oder Hypotension (MELDRUM et al. 1998). Über die pathophysiologischen 
Signalwege existieren verschiedene Ansatzpunkte. YOKOYAMA et al. (1993) konnten an isolierten 
Kardiomyozyten demonstrieren, dass TNFα auf die intrazelluläre Kalziumhomöostase einwirkt und die 
systolische Ca2+- Konzentration reduziert, worunter die Kontraktilität des Herzmuskels leidet. Weiterhin 
verstärkt TNFα den Abbau von Sphingomyosin zu den Metaboliten Ceramid und Sphingosin, die 
ihrerseits negativ inotrope Wirkung entfalten können (WIEGMANN et al. 1992; CAIN et al. 1999; 
KOLESNICK 1991). SABBADINI et al. (1992) und DETTBARN et al. (1994) haben erkannt, dass 
Sphingosin die Ca2+-Freisetzung am sarkoplasmatischen Retikulum moduliert und in hohen 
Konzentrationen den Ryanodin-Rezeptor und somit die Kalzium-Freisetzung blockiert. Außerdem 
wiesen die experimentellen Daten von KROWN et al. (1996) darauf hin, dass die Sphingolipide selbst 
zur Apoptose-Induktion bei Kardiomyozyten führen. Umgekehrt konnte in experimentellen Studien 
demonstriert werden, dass sowohl die Hemmung von TNFα als auch die Hemmung der Sphingosin-
Freisetzung mittels spezifischer Antagonisten den negativ inotropen Effekt von TNFα reduzieren 
(ORAL et al. 1997; CAIN et al. 1998). Laut experimenteller Daten von MOE et al. (2004) 
beeinträchtigte TNFα außerdem auch die mitochondriale Funktion in Herzmuskelzellen über die 
Hemmung von Enzymen der Atmungskette und trug somit zur Öffnung der mPTP und der Cytochrom c- 






Stickoxidsynthase (iNOS) und bewirkt auf diese Art eine vermehrte Expression von Stickstoffmonoxid 
(SCHULZ et al. 1992; THOENES et al. 1996). Da diese Verbindung zu RNS/ROS reagieren kann ist es 
wahrscheinlich, dass dieser Stoffwechselweg zur Entstehung von Nitrotyrosin in dieser Studie 
beigetragen hat. Zudem ist beschrieben, dass Stickstoffmonoxid mithilfe des second messengers cGMP 
in hohen Konzentrationen die Aktivierung von Proteinkinasen und Ionenkanälen initiiert, wodurch die 
Kardiomyozyten in ihrer Funktion beeinträchtigt werden (SCHULZ et al. 2004; SANDERS et al. 2001; 
SCHULZ et al. 1992). Insgesamt ist das Ausmaß der kardiodepressiven Wirkung abhängig von Dauer 
und Konzentration der TNFα-Exposition (CAIN et al. 1999; KLEINBONGARD et al. 2011). 
Interessanterweise gibt es Hinweise darauf, dass eine niedrige Aktivierung wiederum kardioprotektiv 
wirken kann. Hierbei ist eine Beteiligung des JAK/STAT- Signalweges mehrfach belegt, der die 
Expression antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2 verstärkt und eine Öffnung der mPTP verhindern kann 
(FISCHER et al. 2007a; SULEMAN et al. 2008; BOENGLER et al. 2008). Ein Grenzwert für TNFα, 
ab dem entweder kardioprotektive oder kardiodepressive Wirkung eintritt, ist jedoch nicht bekannt. Im 
Falle dieser Studie ist jedoch davon auszugehen, dass es sich bei der 6-fachen Erhöhung der TNFα-
Konzentration in der Gruppe „HLM laminar“ um ein pathologisches Niveau handelt mit negativer 
Auswirkung auf die Herzmuskelfunktion. Diese Annahme wird untermauert durch die erhöhte 
Expression der Marker für Caspase-unabhängigen Zelltod. So konnte für AIF eine 10-fache Erhöhung 
nachgewiesen werden und für PAR ein nahezu 4-fach höherer Wert bei Anwendung der HLM laminar 
im Vergleich zur Kontrollgruppe (vgl. Kapitel 4.2).  
AIF ist unter physiologischen Bedingungen im intermembranären Raum der Mitochondrien gebunden 
und transloziert nur auf apoptotische Stimuli hin zum Zellkern (JOZA et al. 2001). Somit lässt der 
immunhistochemische Nachweis von AIF im Zellkern der Kardiomyozyten die Schlussfolgerung zu, 
dass jene apoptotischen Stimuli in dieser Studie auftraten und Teil der Pathogenese des HLM-
induzierten Ischämie-/Reperfusionsschadens sind. In seiner freien Form vorliegend wirkt AIF 
apoptotisch und löst DNA-Fragmentierung sowie Chromatinkondensation aus (DAUGAS et al. 2000; 
SUSIN et al. 1999). Dieser Weg der Apoptose läuft unabhängig von weiteren zytoplasmatischen 
Faktoren, insbesondere unabhängig von Caspasen ab, wie DAUGAS et al. (2000) experimentell 
nachweisen konnten. Sie beobachteten in einem in vitro Apoptose- Versuch an Rattenzellen, dass trotz 
Zugabe des spezifischen Caspase-Hemmstoffes Z-VAD-FMK apoptotische Veränderungen am Zellkern 
auftraten. BAHI et al. (2006) bestätigten diese Aussage in ihrer o.g. in vitro-Studie mit embryonalen, 
neonatalen und adulten Kardiomyozyten. Sie vermuteten weiterhin anhand des charakteristischen DNA-
Fragmentierungsmusters zu erkennen, dass der Caspasen-unabhängige Weg eine vorherrschende Rolle 
beim Zelluntergang einnehme. Apoptotische Proteine wie AIF spalten die DNA in große Fragmente von 
ca. 50 kbp, während beim Caspasen-abhängigen Zelltod die DNA in kleine Bruchstücke von ca. 200 bp 
zerteilt wird (SUSIN et al. 1999; LORENZO et al. 1999). Bereits wenige Stunden nach Einsetzen der 
Ischämie konnten BAHI et al. (2006) jene großen DNA-Fragmente detektieren. DAUGAS et al. (2000) 






auftraten. Damit einhergehend konnte auch eine parallele Reduktion des mitochondrialen 
Membranpotenzials demonstriert werden. Laut der kinetischen Untersuchung von DAUGAS et al. 
(2000) geht die AIF-Translokation der Cytochrom c- Freisetzung voraus. BAHI et al. (2006) erachten 
die AIF-Translokation auch deshalb als nachteilig für das Überleben der Kardiomyozyten während der 
Reoxygenierungsphase, weil AIF in dem Fall seine physiologische Funktion an der mitochondrialen 
Membran nicht weiter ausüben kann. Diese besteht in Teilen darin, freie Radikale zu inaktivieren und 
an der oxidativen Phosphorylierung teilzuhaben (KLEIN et al. 2003; JOZA et al. 2005). Zudem trägt 
AIF, sobald in seiner zytoplasmatischen Form vorliegend, zur weiteren Destabilisierung des 
mitochondrialen Membranpotenzials bei und verstärkt somit seine eigene Freisetzung, aber auch die 
von Cytochrom c (SUSIN et al. 1999). 
Erhöhte AIF-Translokation ausgelöst durch die HLM ist bereits in klinischen Studien beschrieben 
worden. Bei adulten Patienten konnten RAMLAWI et al. (2006) einen 1,22-fachen Anstieg der AIF-
Expression in Kardiomyozyten verzeichnen und eine Translokation zum Zellkern mittels 
Immunhistochemie darstellen. Weiterhin ist auch in anderen Organen der Caspase-unabhängige Weg 
der Apoptose nachgewiesen worden, wie bei der Untersuchung von PLESNILA et al. (2004) im 
Rattenmodell nach fokaler Ischämie-Induktion im Gehirn.  
Die gleichzeitige Erhöhung von PAR in dieser Studie ist konform mit der Pathogenese des Caspase-
unabhängigen Zelltodes. Angesichts der oxidativen DNA-Schädigung ausgelöst durch 
Ischämie/Reperfusion werden nukleare Reparaturmechanismen, insbesondere das Enzym PARP-1 
(Poly (ADP-Ribose)-Polymerase-1) exzessiv aktiviert, wodurch die Synthese von stark verzweigten 
PAR-Polymeren bis zu 500-fach ansteigen kann (D'AMOURS et al. 1999). Aufgrund der Konformation 
und entstandenen Menge agieren die PAR-Polymere nunmehr als toxische Signalmoleküle, wandern ins 
Zytosol und leiten den Zelltod ein, indem sie die Freisetzung von AIF an der mitochondrialen Membran 
bewirken (YU et al. 2002; YU et al. 2006; ANDRABI et al. 2006). Der Anstieg von PAR-Polymeren 
infolge HLM-induzierter Ischämie/Reperfusion ist im Tiermodell neben dem Herzgewebe (SZABÓ et 
al. 2004; ZINGARELLI 1997) auch für Lunge, Hippocampus und Niere beschrieben (DHEIN et al. 
2015; SALAMEH et al. 2017; SALAMEH et al. 2015a; TWAL et al. 2013; SZABÓ et al. 2004).  
Die exzessive PARP-Aktivierung ist gleichzeitig energieverbrauchend und reduziert die Reserven an 
ATP und NAD+ (BERGER 1985b). Gleichermaßen gilt die Translokation von AIF als ATP-abhängig 
(SUSIN et al. 1999). Dieser Verbrauch der zellulären Energiereserven spiegelt sich in der Messung 
energiereicher Phosphate wider, die für beide laminaren HLM-Gruppen die niedrigsten Werte ergab 
(vgl. Kapitel 4.3). Wiederum beschrieben BOULARES et al. (1999) und BERGER (1985a) die Existenz 
eines PARP-spaltenden Mechanismus. Dabei konnte gezeigt werden, dass Caspase 3 in der Lage ist, die 
exzessive PARP-Aktivierung durch proteolytische Spaltung zu mindern (NICHOLSON et al. 1995). 
Die Autoren vermuteten, dass somit die Energiereserven geschützt werden und für die Vollendung des 







In Summe bestätigen die Ergebnisse dieser Studie das Auftreten von Hypoxie, oxidativen/ nitrosativen 
Stress, Entzündung, Apoptose in Form von Caspase- unabhängigen als auch Caspase-abhängigen 
Zelltod und die energetische Depletion des Herzens bei Anwendung der laminaren HLM. 
5.3 LAMINARE VS. PULSATILE PERFUSION DER HLM 
In dieser Studie wurde untersucht, inwiefern die pulsatile Flussmodulation an der HLM Veränderungen 
bei der Expression zellulärer Marker für Hypoxie, nitrosativen/oxidativen Stress und Apoptose bedingt. 
Da der Organismus aufgrund der Pumpleistung des Herzens physiologischerweise eine pulsatile 
Perfusion erfährt, stellt sich die Frage, ob die Umstellung auf laminaren Fluss während einer Operation 
an der Herz-Lungenmaschine Auswirkungen auf den Zellstoffwechsel hat. 
Diese Fragestellung begleitet die Entwicklung der HLM seither und wird kontrovers diskutiert, da die 
vorliegenden Daten aus experimentellen und klinischen Versuchen zur Pulsation teilweise 
gegensätzliche Aussagen postulieren (ÜNDAR et al. 2006; ALKAN et al. 2007; SALAMEH et al. 
2015c; ELVEVOLL et al. 2016; VAN DER LINDEN et al. 2006). Das Besondere an dieser Studie war 
zum einen der Versuchsaufbau, in dem es gelang die reale OP-Situation in weiten Teilen zu imitieren 
und zum anderen die immunhistologische Untersuchung von Markern des pathophysiologischen 
Zellstoffwechsels, anhand derer eine Aussage zur pulsatilen Perfusion abgeleitet werden kann. 
Die Ergebnisse belegen eine Verbesserung der Stoffwechsellage bei pulsatilem Fluss, da die Expression 
der untersuchten zellulären Marker im Vergleich zum laminaren Fluss sank (vgl. Kapitel 4.2). 
Gleichzeitig waren die ATP-Reserven unter pulsatiler Perfusion signifikant höher als bei laminarer 
Perfusion und erreichten sogar das Niveau der Kontrollgruppen (vgl. 4.3). Zusätzlich war der Laktat-
Wert bei Pulsation zum Zeitpunkt nach der Reperfusion um nahezu 30 % niedriger als in der laminaren 
HLM-Gruppe (vgl. 4.1). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass durch die Pulsation eine Verbesserung 
der myokardialen Oxygenierung stattfindet, in dessen Folge die pathophysiologischen Auswirkungen 
der HLM (Entzündung, oxidativer/ nitrosativer Stress, Apoptose) milder ausfallen. 
Der Fokus auf die verbesserte Mikrozirkulation ist zentral in der Debatte um die Bedeutung der 
Pulsation und wird kontrovers diskutiert. Grundsätzlich konnte anhand von bildgebenden Verfahren wie 
intravitaler Mikroskopie und Dunkelfeldmikroskopie nachgewiesen werden, dass herzsynchrone 
Pulsation auch bei Kapillargrößen von weniger als 100 μm Durchmesser existiert und somit in der Lage 
ist, im Endstromgebiet einen Benefit zu erzielen (JI et al. 2007; LEE et al. 1994; GOEDHART et al. 
2007). Anhand von polarisierter Spektralbildgebung (OPS) gelang es BACKER et al. (2009) die 
sublinguale Mikrozirkulation im OP-Verlauf darzustellen. Sie beschrieben eine Abnahme der Perfusion 
kleiner Gefäße (Ø < 20µm) bei HLM-Beginn um nahezu 50 % und einen postoperativen Anstieg, der 
erst nach 24h wieder das Ausgangsniveau erreichte. O'NEIL et al. (2018) nutzten die gleiche Methode 
um die Mikrozirkulation bei laminarer und pulsatiler HLM vergleichend darzustellen. Sie bestätigen 
grundsätzlich den Verlauf der Gefäßperfusion während der HLM und konnten zusätzlich zeigen, dass 






wohingegen bei laminarer HLM vermehrt suboptimal perfundierte Kapillare detektiert wurden. Darüber 
hinaus war 24 h post-OP in der pulsatilen Gruppe die Perfusion wieder auf dem Ausgangsniveau. 
Dagegen zeigte die laminare Gruppe zu dem Zeitpunkt noch ein Defizit von 21 %. Diese Diskrepanz 
wurde durch eine schlechtere Sauerstoffsättigung im Gewebe untermauert, die anhand von 
Nahinfrarotspektroskopie gemessen wurde. Laminarer Fluss an der HLM beeinträchtigt demnach die 
Perfusion im Endstromgebiet. Die Autoren vermuteten zudem, dass diese mikrovaskulären 
Veränderungen bei laminarem Fluss gleichzeitig das Auftreten einer systemischen Entzündungsreaktion 
(SIRS) sowie das Ausmaß des Ischämie/Reperfusionsschadens begünstigen können. Der Nachweis der 
entsprechenden Marker für Hypoxie, Ischämie/Reperfusion und Apoptose in unserer Studie 
unterstreicht diese Annahme.  
Sowohl bei BACKER et al. (2009) als auch bei O'NEIL et al. (2012) korrelierte der Schweregrad der 
mikrozirkulatorischen Veränderung mit den Höchstwerten der Laktatmessung. Dieser Punkt stimmt mit 
unserer Studie überein, bei der ebenfalls in allen HLM-Gruppen ein höherer Laktatanstieg nachgewiesen 
wurde als in den Kontrollgruppen (vgl. Abbildung 7). Das Ausmaß des Laktatanstieges lässt zwar keine 
organspezifische Aussage zu, bildet aber als Marker für suboptimale Gewebsperfusion die 
Oxygenierung des gesamten Organismus ab (MIZOCK et al. 1992). Darüber hinaus wurde der 
intraoperative Laktatwert als individueller Risikofaktor für erhöhte postoperative Morbidität und 
Mortalität identifiziert (DEMERS et al. 2000). Demnach lässt das Ergebnis der Laktatmessung in dieser 
Studie nach 240 min OP-Dauer, welches zwar nicht signifikant, aber dennoch niedriger als in der 
laminaren Gruppe war, auf einen positiven Effekt der pulsatilen HLM auf Gewebsperfusion und 
postoperative Prognose schließen. Untermauert wird diese Hypothese von dem Ergebnis der ATP bzw. 
ADP/AMP- Bestimmung, denn am Ende der Operation war das Verhältnis der energiereichen Phosphate 
zu deren Abbauprodukten nahezu auf Kontrollniveau und gleichzeitig signifikant höher als bei 
laminarem Fluss. Daraus lässt sich ableiten, dass die energetische Stoffwechsellage des Myokards bei 
pulsatiler Perfusion besser erhalten war als bei laminarem Fluss. 
Vor dem Hintergrund, dass das kardioplege Herz während der HLM-Operation durch die Kanülierung 
vom Blutfluss abgetrennt ist, stellt sich jedoch die Frage, inwiefern Pulsation tatsächlich Einfluss auf 
die Oxygenierung der Kardiomyozyten ausüben kann. So wird das Myokard nur kurz vor Setzen der 
Aortenklemme und für die Dauer der Reperfusion (30 min) von der Pulsation direkt affektiert. Dass 
diese Zeitspanne jedoch ausreicht, um einen positiven Effekt zu erzielen, wird in dieser Studie 
demonstriert. Gleichzeitig korreliert unser Ergebnis mit vorangegangenen Studien zur HLM: ÜNDAR 
et al. (2002) haben in einem vergleichbaren Versuchsaufbau im Ferkelmodell mit 60 min 
Aortenklemmzeit den myokardialen Blutfluss untersucht. Sie nutzten dazu eine Messmethode basierend 
auf radioaktiv markierten Isotopen. Nach der Reperfusionsphase war der Blutfluss bei pulsatiler 
Perfusion sowohl im rechten als auch im linken Ventrikel signifikant höher als bei laminarem Blutfluss. 
Damit haben sie das Ergebnis ihrer vorherigen Untersuchung (ÜNDAR et al. 1999d) bestätigt, bei der 






der gleichen Methode eine bessere Erholung der linksventrikulären Perfusion bei pulsatiler HLM statt 
laminarem Blutfluss festgestellt. 
Darüber hinaus erscheint der positive Einfluss der Pulsation auf das Myokard plausibel, wenn man ihn 
im Kontext zur gesamten Körperperfusion betrachtet: Geht man davon aus, dass durch die Pulsation 
während der HLM auch alle anderen Organe besser oxygeniert werden, ist mit einem milderen Ausmaß 
des Ischämie/Reperfusionsschadens zu rechnen, wovon auch das Myokard indirekt profitiert. Diese 
Hypothese stützt sich auf die Ergebnisse für weitere Organe innerhalb der gleichen Studie: Die 
Untersuchung von GERDOM (2014) zur Niere zeigte signifikant weniger Nitrotyrosin im proximalen 
Tubulus bei pulsatiler Perfusion. Im Hippocampus war HIF-1α, PAR, Nitrotyrosin und AIF durch 
Pulsation signifikant reduziert (KÜHNE 2016/12/05). In der Leber war dieser Effekt bei PAR und 
Nitrotyrosin nachweisbar (SALAMEH et al. 2015c) und im Alveolarepithel der Lunge für PAR, TNFα 
und Nitrotyrosin (SALAMEH et al. 2017). Weiterhin bestätigen klinische Studien ebenfalls einen 
positiven Effekt durch pulsatile Perfusion auf die Organperfusion. So demonstrierten O'NEIL et al. 
(2018) in ihrer Studie mit 20 Risikopatienten eine bessere Perfusion des Endstromgebietes insbesondere 
in der postoperativen Periode. ZHAO et al. (2011) und SU et al. (2011) zeigten bei pädiatrischen 
Patienten eine verbesserte Mikrozirkulation im Gehirn anhand einer höheren zerebralen 
Gewebsoxygenierung während der Aortenklemmzeit. Die gleiche Aussage trafen 
MOHAMMADZADEH et al. (2013) für die Nierenfunktion. Weiterhin konnten ALKAN et al. (2007) 
in einer retrospektiven Studie mit 215 pädiatrischen Patienten ein positives Ergebnis für die pulsatile 
Perfusion feststellen. Dabei war insbesondere die postoperative Erholungsphase erfolgreicher, da ein 
geringerer Bedarf an Inotropika-Gabe bestand und sowohl Intubationszeit als auch intensivmedizinische 
Behandlungsdauer kürzer waren. In Summe lässt sich daraus schlussfolgern, dass pulsatiler Fluss an der 
HLM die gesamte Körperperfusion verbessert und unterstreicht damit die Vermutung, dass das 
Herzgewebe während der Reperfusionsphase davon indirekt profitiert. Denn bei besserer Perfusion und 
Oxygenierung während der HLM vermindert sich auch das Ausmaß des Ischämie/Reperfusionsschadens 
und weniger potenziell kardiotoxische Substanzen zirkulieren in der Blutbahn nach Eröffnung der 
Aortenklemme. Dass in der vorliegenden Studie weniger ROS/RNS auf die Kardiomyozyten eingewirkt 
haben, zeigt die Reduktion der Nitrotyrosin-Bildung an, die im Vergleich zum laminaren Fluss 
signifikant niedriger war. Ebenso verleiht die verminderte PAR-Synthese den Eindruck, dass 
offensichtlich weniger DNA-Schäden durch freie Radikale aufgetreten sind. Da dieser 
Stoffwechselweg, der über das Enzym PARP-1 vermittelt wird, ATP-abhängig ist, kann bei einer 
geringeren PAR-Synthese gleichzeitig von einem geringeren ATP-Verbrauch ausgegangen werden. 
Somit sind möglicherweise die höheren ATP-Reserven beim pulsatilen Fluss auch auf den geringeren 
Verbrauch für die PAR-Synthese zurückzuführen. Gleichzeitig bedingt ein Rückgang der PAR-
Akkumulation auch einen Rückgang der AIF-Translokation, was in dieser Studie für den pulsatilen 
Fluss gleichwohl nachgewiesen wurde. Jedoch war die AIF-Reduktion nicht signifikant, was 






neben der PAR-Interaktion auf apoptotische Stimuli hin, insbesondere dem proapoptotischen Molekül 
Bax (CREGAN et al. 2004). Somit hatte der pulsatile Fluss offenbar den Caspasen-unabhängigen Weg 
des Zelltodes reduzieren können, andere apoptotische Stimuli jedoch weniger. Darüber hinaus war 
anhand der geringeren cC3- Bildung erkennbar, dass auch die Signalkaskade, die zum Caspasen-
abhängige Zelltod führt, reduziert war. Es ist also in Summe anzunehmen, dass die Ergebnisse der 
vorliegenden Studie den beschriebenen systemischen Effekt abbilden und ein Anteil an der Reduktion 
des Myokardschadens bei Pulsation darauf beruht.  
Gleichzeitig ist aufgrund der fehlenden Perfusion während der Kardioplegie die Entstehung von HIF-1α-
positiven Zellkernen nachvollziehbar. Während des 90-minütigen induzierten Herzstillstands ist das 
Herz vom Blutfluss entkoppelt, wodurch der O2-Partialdruck sinkt und der Transkriptionsfaktor HIF-1α 
stabilisiert wird. Damit ist für alle HLM-Gruppen eine HIF-1α-Expression über dem Niveau der 
Kontrollgruppen erklärbar. Dennoch war beim pulsatilen Fluss der HIF-1α- Nachweis niedriger als beim 
laminaren Fluss, was vermuten lässt, dass die Pulsation während der Reperfusion einen positiven 
Einfluss auf die Gewebsoxygenierung ausübt.  
Über die zugrundeliegenden Mechanismen, die zu einer verbesserten Mikrozirkulation beitragen, 
existieren verschiedene Ansätze. WATANABE et al. (1989); CHOW et al. (1997) und FARACI et al. 
(1983) vermuteten einen geringeren peripheren Gefäßwiderstand bei pulsatiler Perfusion, wodurch das 
Kapillarbett aufgrund der Vasodilatation besser perfundiert wird. Bekanntermaßen üben intraluminale 
Scherkräfte einen Einfluss auf die Regulation des Gefäßtonus aus. Sie vermitteln über 
Mechanotransduktoren an den Endothelzellen eine vermehrte Expression der endothelialen NO-
Synthase (eNOS), woraufhin die NO-Synthese steigt. NO wiederum gelangt über Diffusion an die 
glatten Gefäßmuskelzellen und bewirkt eine Vasodilatation (RANJAN et al. 1995; WOODMAN et al. 
2005; BALLIGAND et al. 2009). Diese Theorie wurde in einer klinischen Studie von LANZARONE et 
al. (2010) anhand der Plasmakonzentration von NO-Metaboliten bestätigt. NAKANO et al. (2000) 
kamen zu der gleichen Aussage, indem sie einen spezifischen NO-Synthase-Hemmer nutzten, um die 
Beteiligung von NO am peripheren Gefäßwiderstand zu zeigen. Auch für die Kardiomyozyten ist die 
Expression der eNOS auf Dehnungsreize hin beschrieben (DYACHENKO et al. 2009; PETROFF et al. 
2001). Darüber hinaus scheint ein Zusammenhang zwischen der Perfusionsform und dem Renin-
Angiotensin-Systems zu bestehen, was sich auf die Regulation des peripheren Gefäßwiderstandes 
auswirkt. So konnten TAYLOR et al. (1979) zeigen, dass bei pulsatiler Perfusion sowohl der periphere 
Gefäßwiderstand als auch die Plasmakonzentration des Vasokonstriktors Angiotensin II reduziert 
waren. NAGAOKA et al. (1988) kamen zu dem gleichen Ergebnis, jedoch konnten GOTO et al. (1993) 
diesen Effekt nicht bestätigen. Eine geringere Vasokonstriktion bietet dem linken Ventrikel Entlastung 
und senkt zugleich das Vorkommen von postoperativer Hypertension (LANDYMORE et al. 1979; 
TAYLOR et al. 1979).  
SHEPARD et al. (1966) befassten sich mit dem energetischen Aspekt der Perfusion und erklärten, dass 






im Vergleich zum laminaren Fluss überträgt. Sie nannten diesen Energieüberschuss Surplus 
Hemodynamic Energy (SHE) und führten die Erhaltung der Gefäßspannung im Kapillarbett auf diesen 
Energietransfer zurück. Damit verbunden ist gleichzeitig eine Erhöhung der intraluminalen Scherkräfte, 
die für die Mikrozirkulation sowie die Endothelfunktion wichtig sind. Sie verhindern unter 
physiologischen Bedingungen u.a. die Adhäsion von Entzündungszellen an das Endothel und beugen 
der Bildung von Blutgerinnseln im Endstromgebiet vor (WATANABE et al. 1989; NOHÉ et al. 2005; 
MAVROUDIS 1978). Eine Untersuchung von OZAKI et al. (2007) zur Auswirkung einer Reduktion 
der Scherkräfte durch experimentell gedrosselten Blutfluss zeigte einen 50-fachen Anstieg der TNFα-
Expression nach 24 h. In dieser Studie hat 90 min laminarer Blutfluss zu einer Verdopplung der TNFα-
positiven Kardiomyozyten geführt. Beides deutet darauf hin, dass Störungen der Gewebsperfusion mit 
intravasalen Inflammationsreaktionen verknüpft sind. Diese können wiederum zur Entstehung von SIRS 
und Ischämie/Reperfusion beitragen (NOHÉ et al. 2005; O'NEIL et al. 2018). Zusätzlich kommt es bei 
entzündlichen Vorgängen im Endstromgebiet zur Leukozytenadhäsion in den postkapillären Venolen, 
wodurch sich die lokalen Widerstandsverhältnisse und somit die Strömungsgeschwindigkeit des Blutes 
ändern. Charakteristisch dafür ist das gehäufte Auftreten von verschlossenen, intermittierend oder 
beschleunigt perfundierten Kapillaren (NOHÉ et al. 2005; ELLIS et al. 2002). Die Detektion derer 
wurde in den beschriebenen Versuchen von BACKER et al. (2009) und O'NEIL et al. (2018) genutzt 
um Perfusionsstörungen während laminarer bzw. pulsatiler Perfusion vergleichend darzustellen (s.o.). 
Auffällig war das Auftreten von Dysfunktionen der Mikrozirkulation, welche anhand spezieller 
bildgebender Verfahren (OPS, Nahinfrarotspektroskopie) dokumentiert wurden, trotz stabiler 
intraoperativen Parameter (u.a. Herzfrequenz, MAD, Herzindex) (O'NEIL et al. 2018). Diese 
Beobachtung teilten BACKER et al. (2013) bei Patienten mit Sepsis und stellten fest, dass die 
Kapillarperfusion mit keinem systemischen Parameter korreliert, aber der bessere Indikator für die 
postoperative Prognose wäre. Das Monitoring der Mikrozirkulation könnte demnach eine Maßnahme 
sein, um Perfusionsstörungen bereits intraoperativ zu evaluieren (NOHÉ et al. 2005). 
Trotz der zahlreichen Studienergebnisse, die für einen Benefit durch die Pulsation sprechen, existieren 
auch Studien mit gegenteiligen Aussagen. Darunter fällt die Untersuchung von VOSS et al. (2010), die 
im Ferkelversuch zwei verschiedene pulsatile Pumpen mit dem laminaren HLM-Fluss verglichen. Sie 
konnten weder für die Organperfusion noch für die Entzündungsreaktion einen Vorteil in den pulsatilen 
Versuchsgruppen erkennen. Stattdessen war die Hämolyse erhöht. Auch die Studien von ELVEVOLL 
et al. (2016) und LUNDEMOEN et al. (2013) konnten keinen Unterschied feststellen.  
Eine Begründung dafür könnte sein, dass die Pulsqualität nicht ausreichend war, um bis ins 
Endstromgebiet zu gelangen und dort die theoretischen Vorteile der Pulsation zu erzielen. 
Untersuchungen zufolge wird die Pulswelle während ihrer Passage durch die HLM von den 
Widerständen der zwischengeschalteten Komponenten abgeschwächt. Insbesondere die arterielle 
Kanüle, der arterielle Filter, der Membranoxygenator und das Schlauchsystem können die Qualität der 






zu 4-fach höherer Blutfluss notwendig ist als bei Erwachsenen (150 – 200 vs. 50 ml/kg/min), spielt der 
Druckverlust an den einzelnen Komponenten eine besonders große Rolle (ÜNDAR et al. 2005b). 
Experimentelle Messungen ergaben, dass der innere Durchmesser der Aorten-Kanüle einen 
entscheidenden Einfluss auf die Pulswelle nimmt (REES et al. 2016). Bei hohem Pulsdruck und 
niedrigem Durchmesser erhöhen sich die Scherkräfte, die schließlich beim Auftreffen des Blutstrahls 
auf die Blutsäule an der Eintrittsstelle der Aortenkanüle frei werden. Hämolyse und Schädigung der 
Thrombozyten gehören zu den Folgen (GOTO et al. 1993). RIDER et al. (2008) und ÜNDAR et al. 
(2007) haben unterschiedliche 10 Fr-Aortenkanülen, die üblicherweise in der Kinderherzchirurgie zum 
Einsatz kommen hinsichtlich ihrer hämodynamischen Eigenschaften getestet und festgestellt, dass auch 
die Geometrie der Kanüle, ihre Länge und die Ausformung der Kanülenspitze einen signifikanten 
Einfluss auf Druckverlust und hämodynamische Energie haben. Ähnliches gilt für den 
Membranoxygenator. GRIEP et al. (2017) bestätigten anhand ihrer Messungen einen Druckabfall nach 
Passage des Oxygenators und beschrieben zusätzlich Unterschiede in Abhängigkeit von der Bauart und 
der Flussrate. Dabei gelten Hohlfasermembranoxygenatoren, wie auch in unserer Studie verwendet, als 
besser geeignet für pulsatile Perfusion da ein geringerer Druckabfall besteht (ÜNDAR et al. 1996; 
WANG et al. 2009b). Darüber hinaus vermuteten SCHRAVEN et al. (2018), dass der pulsatile Blutfluss 
für die Oxygenierung der Erythrozyten bei ihrer Passage durch den Oxygenator vorteilhaft sein könnte. 
Möglicherweise treten aufgrund der Pulsation noch mehr Erythrozyten mit der gasaustauschenden 
Oberfläche des Oxygenators in Kontakt. Zwar basiert der Gasaustausch auf Differenzen im Sauerstoff-
Partialdruck, jedoch steigt auch der plasmatische Diffusionswiderstand mit zunehmender Entfernung 
zwischen Erythrozyt und Membran (SPIESS 2011). In der entsprechenden Studie von SCHRAVEN et 
al. (2018) konnte die Theorie hingegen nicht bestätigt werden, möglicherweise weil im Oxygenator 
unabhängig von Perfusionsmodus ohnehin Turbulenzen auftreten.  
Als kritischste Komponente benennen INZOLI et al. (1997) den arteriellen Schlauch an sich, der für den 
größten Druckverlust steht und deshalb so kurz wie möglich sein sollte. Darüber hinaus ist die arterielle 
Pumpe ausschlaggebend für die Charakteristik der Pulswelle. Je nach Typ und Einstellung der Pumpe 
(Rollerpumpe, Zentrifugalpumpe, Mitteldruck, Flussrate) unterscheiden sich die generierten Pulswellen 
hinsichtlich ihrer physikalischen Eigenschaften voneinander (Frequenz, Amplitude, Abklingzeit) 
(HUTCHESON et al. 1991; RUNGE et al. 1992). In einer vergleichenden Studie mit 5 verschiedenen 
pulsatilen Pumpen von WRIGHT (1988) hat die Stöckert SIII Rollerpumpe, wie in diesem Versuch 
verwendet, nur unzureichend abgeschnitten aufgrund einer geringen pulsatilen Auswurfleistung. 
Dagegen zeigt die Untersuchung von WANG et al. (2009b), dass diese zur Erzeugung einer 
vergleichsweisen hohen hämodynamischen Energie in der Lage sei. In dieser Studie fiel die Wahl auf 
die Stöckert SIII, da diese Rollerpumpe sowohl einen laminaren als auch einen pulsatilen Fluss erzeugen 
kann, ohne dass bauliche Veränderungen notwendig sind. Darin liegt ein methodischer Vorteil 
zugunsten einer direkten Vergleichbarkeit der Versuchsgruppen untereinander. TAYLOR et al. (1982) 






einen klaren Vorteil bei der pulsatilen Perfusion, erzeugt durch die Rollerpumpe einer HLM Stöckert 
Cobe, demonstriert. Die Mortalität war mit 4,6 % niedriger (laminarer Fluss: 10,3 %) und gleichzeitig 
sank auch die Inzidenz des Low-Cardiac-Output-Syndrome als Todesursache signifikant. Die Autoren 
erklärten den positiven Effekt der pulsatilen Perfusion mit dem niedrigeren peripheren Gefäßwiderstand 
während der frühen Reperfusionsphase (DUNN et al. 1974; MANDELBAUM et al. 1965; ROBERTS 
et al. 1977). Gleichzeitig war in dieser Phase auch die Gabe von Inotropika bei laminarer Perfusion viel 
häufiger erforderlich. Das lässt darauf schließen, dass allein der reduzierte systemische Gefäßwiderstand 
im Falle der pulsatilen Perfusion dem Herzmuskel Entlastung bietet (SONNENBLICK et al. 1963; 
TAYLOR et al. 1982). 
Aus der Tatsache, dass die Widerstände der technischen Komponenten so entscheidend für den 
Energietransfer sind, resultiert zum einen die Schwierigkeit, dass sich Studienergebnisse untereinander 
nur schwer vergleichen oder bestätigen lassen, denn jede Forschungsgruppe arbeitet mit verschiedenen 
Geräten oder Einstellungen und generiert somit unterschiedliche Pulsqualitäten. Zum anderen fehlt es 
an einheitlichen Parametern, anhand derer der pulsatile Blutfluss gemessen und beschrieben werden 
kann (VOSS et al. 2010; ÜNDAR et al. 1999c). Ohne valide Definitionen zum optimalen pulsatilen 
Blutfluss wird die Etablierung im klinischen Alltag erschwert, da es an Normwerten und Leitlinien für 
die OP-Durchführung mangelt (RIDER et al. 2008; HAINES et al. 2009b). 
Mit der Intention, eine exakte Quantifizierung der hämodynamischen Energie durch pulsatile Perfusion 
herbeizuführen, die auch den entstandenen Energiegradienten einbezieht, entwickelten SHEPARD et al. 
(1966) eine mathematische Formel zur Berechnung derer und führten den Begriff Energy Equivalent 
Pressure (EEP) ein. Die Anwendung hat sich zwar in Studien noch nicht einheitlich durchgesetzt, wird 
aber von Forschern wie ÜNDAR et al. (2005a) unterstützt, der diese Formel in Untersuchungen zur 
Pulsation als essenziell erachtet, um Ergebnisse besser miteinander vergleichen zu können (ÜNDAR et 
al. 1999a).  
In Summe sprechen die erhobenen Daten für eine Verbesserung der Stoffwechsellage im Myokard durch 
pulsatile Perfusion. Es sind keine negativen Auswirkungen aufgetreten. Darüber hinaus besteht 
weiterhin die Notwendigkeit, den „optimalen pulsatilen Fluss“ zu analysieren, um eine Etablierung im 
klinischen Alltag zu erleichtern.  
5.4 EINFLUSS VON EGCG  
In dieser Studie wurde untersucht, inwiefern die Gabe von EGCG einen kardioprotektiven Effekt bietet 
und in der Lage ist, HLM-induzierten pathophysiologischen Stoffwechselvorgängen entgegenzuwirken. 
Dazu wurde entsprechend der Versuchsgruppe „HLM laminar + EGCG“ zu zwei Zeitpunkten EGCG 
intravenös appliziert. Zwar existieren zahlreiche Untersuchungen zur Wirkung von EGCG, bislang 
jedoch keine Studie bezüglich HLM-induzierten Myokardschäden im Großtiermodell. 
Die Ergebnisse der Immunhistochemie zeigen mit der numerischen Reduktion aller untersuchten 






der Entzündungsreaktion hatte. Damit konnte die antioxidative, antiinflammatorische und 
antiapoptotische Wirkung von EGCG nun für die Kardiomyozyten im Rahmen von HLM-induzierten 
pathophysiologischen Stoffwechselvorgängen demonstriert werden.  
Grundsätzlich ist das Ausmaß der oxidativen Schädigung von der Dauer der Ischämie abhängig 
(JENNINGS 1969). In vivo Messungen im Rattenmodell von BÜTTEMEYER et al. (2002) bestätigten 
einen Zusammenhang zwischen der Ischämiedauer und der daraus resultierenden Superoxid-
Konzentration. Übertragen auf den klinischen Alltag der Herzchirurgie bedeutet somit eine längere 
Aortenklemmzeit auch eine höhere Komplikationsrate und gilt gleichzeitig als individueller 
Risikofaktor für eine erhöhte Morbidität und Mortalität (AL-SARRAF et al. 2011; SHULTZ et al. 2016). 
Abhängig von der Art der chirurgischen Korrektur sind Aortenklemmzeiten zwischen 30-60 min üblich, 
können jedoch bei komplizierten Eingriffen deutlich länger sein (AGARWAL et al. 2014; SHULTZ et 
al. 2016). Im Hinblick auf eine bestmögliche Vergleichbarkeit mit der Kinderkardiologie wurde in der 
vorliegenden Studie eine Ischämiezeit von 90 min gewählt, gefolgt von 30 min Reperfusionszeit sowie 
90 min Rekonvaleszenzzeit. Innerhalb dieser Zeitspanne konnten oxidative Zellschäden am Herzmuskel 
nachgewiesen werden, wie für die Gruppe „HLM laminar“ in Kapitel 5.2 dargelegt wurde. Die 
Generierung von ROS/RNS während des Ischämie/Reperfusionsschadens findet auf mehreren Ebenen 
statt, wozu die mitochondriale Atmungskette, die Ischämie-aktivierte Xanthin/Hypoxanthin-Oxidase, 
der Lipidmetabolismus, aber auch die neutrophilen Granulozyten zählen (FERRARI et al. 2004; 
DUILIO et al. 2001).  
Hochreaktive Radikale schädigen biologische Verbindungen wie Lipide, Proteine und Nukleinsäuren, 
was u.a. zu einer exzessiven Aktivierung nuklearer Reparaturmechanismen führt und sich in Form einer 
erhöhten PAR-Synthese äußern kann (D'AMOURS et al. 1999; NAGATA 2000). Mit der Gabe von 
EGCG wurde die Anzahl PAR-positiver Zellkerne in dieser Studie nahezu halbiert (vgl. Abbildung 16). 
Demnach ist es denkbar, dass EGCG-vermittelt weniger ROS/RNS präsent waren und in Folge dessen 
weniger DNA-Schäden auftraten. Diese Annahme ist konform mit vorangegangenen Untersuchungen. 
So sahen OTHMAN et al. (2017) in ihrer Studie zu myokardialen Infarkten im Mausmodell ebenfalls 
einen Rückgang von DNA-Strangbrüchen durch EGCG-Vorbehandlung. Sie erachteten auch die 
antioxidative und antiapoptotische Kapazität von EGCG als ausschlaggebend für seine 
membranstabilisierende und kardioprotektive Wirkung. KHALATBARY et al. (2011) stellten in ihrer 
in vivo Studie zu Ischämie-induzierten Läsionen der Wirbelsäule ebenfalls fest, dass die Gabe von 
EGCG zu einer geringeren PAR-Synthese führte. Gleichzeitig war auch die Expression von Nitrotyrosin 
reduziert. Deshalb vermuteten die Autoren, dass die antioxidative Wirkung von EGCG dafür ursächlich 
war. 
Eine verminderte Nitrotyrosin-Expression konnte in dieser Studie bestätigt werden. Offenbar wurden 
EGCG-vermittelt weniger Superoxidradikale sowie Stickstoffmonoxid und demzufolge auch weniger 
Peroxynitrit gebildet. Aus vorangegangenen Untersuchungen ist bekannt, dass EGCG ein effektiver 






BÜTTEMEYER et al. (2003) im Rattenmodell zeigen, dass EGCG die Superoxidkonzentration nach 
60-minütiger Ischämie um nahezu 50 % zu senken vermochte. Weiterhin demonstrierten HAENEN et 
al. (1997) die Peroxynitrit- und Stickstoffmonoxid-fangende Eigenschaft der Flavonoide, zu denen auch 
die Catechine und damit EGCG zählen (HAENEN et al. 1997; HAENEN et al. 1999). Somit ist die 
Reduktion der Nitrotyrosin-positiven Zellen in dieser Studie mit der antioxidativen Kapazität von 
EGCG erklärbar. 
Die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion kann bedingt durch Ischämie/Reperfusion massiv 
beeinträchtigt sein und zur myokardialen Zellschädigung sowie Apoptose führen (KIM et al. 2010; 
HALESTRAP 2009). In dieser Studie konnte eine EGCG-vermittelte Reduktion der Apoptosemarker 
AIF, TNFα und cC3 (nicht signifikant) demonstriert werden, was wiederum für die kardioprotektive 
Wirkung des Catechins spricht. Zur gleichen Schlussfolgerung kamen OTHMAN et al. (2017), die in 
ihrem in vivo Versuch im Rattenmodell auch eine verminderte Aktivierung von Caspase 3 nach EGCG-
Vorbehandlung feststellten. Darüber hinaus konnten sie zeigen, dass noch weitere pro-apoptotische 
Faktoren wie p53, Bax und Caspase-9 vermindert waren, wohingegen die Expression des anti-
apoptotischen Faktors Bcl-2 verstärkt war. Ein vergleichbares Ergebnis lieferte die Studie von 
TOWNSEND et al. (2004). Auch hier wurde ein EGCG-vermittelter Rückgang der Caspase 3-
Aktivierung festgestellt. Dagegen bezweifelten KIM et al. (2003) die Relevanz des Caspase-abhängigen 
Weges der Apoptose beim Ischämie/Reperfusionsschaden. Sie fanden eine geringe Aktivierung der 
Caspase 3 und zeigten, dass es trotz Einsatz eines spezifischen Caspase-3-Inhibitiors zur myokardialen 
Apoptose kam. Deshalb vermuteten sie vielmehr, dass der AIF-vermittelte Caspasen-unabhängige Weg 
für die myokardiale Zellschädigung verantwortlich war. Es ist mehrfach belegt, dass ROS/RNS und 
weitere apoptotische Faktoren, die die Funktionalität der Mitochondrien sowie das mitochondriale 
Membranpotenzial destabilisieren, eine Freisetzung von AIF begünstigen, die zur Apoptose führt 
(DAUGAS et al. 2000; SUSIN et al. 1999). In dieser Studie wurde im Zuge der EGCG-Behandlung die 
AIF-Translokation halbiert. Es zeigt, dass EGCG in der Lage war, freie Radikale sowie proapoptotische 
Faktoren zu minimieren. Dazu passt auch die bereits beschrieben Reduktion der PAR-Synthese, denn 
PAR-Polymere gelten als apoptotische Stimuli, die eine AIF-Translokation initiieren können (YU et al. 
2002).  
Der verminderte Nachweis von TNFα in der Versuchsgruppe „HLM laminar + EGCG“ spricht ebenfalls 
für die antiapoptotische Wirkung des Catechins, denn dadurch wird der extrinsische Weg der Apoptose 
weniger aktiviert. Folglich ist der Rückgang der cC3-Expression in dieser Studie auch teilweise mit dem 
reduzierten TNFα-Signal erklärbar, denn sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Weg der 
Apoptose münden in der Aktivierung der Caspase 3 (KIM et al. 2010). Außerdem verstärkt TNFα als 
proinflammatorischer Mediator die Entzündungsreaktion, die infolge von Ischämie/Reperfusion 
auftreten kann und zur myokardialen Dysfunktion sowie Schädigung beiträgt (KLEINBONGARD et al. 
2011; MELDRUM et al. 1998). Demnach zeigt der niedrigere TNFα-Nachweis in dieser Studie zugleich 






jedoch trat die EGCG-vermittelte Reduktion der TNFα-Konzentration im Serum auf. In der in vivo 
Studie von ANEJA et al. (2004) wurde ebenfalls die antiinflammatorische Wirkung von EGCG 
nachgewiesen. Sie konnten eine Reduktion von IL-6 sowie eine Verminderung der Aktivität der 
Myeloperoxidase feststellen, was für eine geringere Gewebsinfiltration mit neutrophilen Granulozyten 
spricht. KHALATBARY et al. (2011) bestätigten in ihrer in vivo Studie zu Ischämie-induzierten 
Läsionen der Wirbelsäule diese Aussage. Sie konnten immunhistochemisch eine geringere Expression 
von TNFα und IL-1β nach einer Vorbehandlung mit EGCG zeigen.  
Zum genauen Wirkmechanismus von EGCG liegen bereits viele Erkenntnisse vor. Grundsätzlich beruht 
die antioxidative Fähigkeit von EGCG auf seiner chemischen Struktur, die aus einer günstigen Anzahl 
und Konformation phenolischer Hydroxylgruppen besteht und damit effektiv freie Radikale fangen kann 
(CAI et al. 2006; HAENEN et al. 1997). DEVIKA et al. (2008a, 2008b) gelang es, die antioxidative 
Aktivität von EGCG mittels einer photometrischen Quantifizierungsmethode zu messen und sie 
bestätigten die radikalfangende Wirkung des Catechins. Im Rattenmodell erzeugten sie durch die Gabe 
von Isoproterenol oxidativen Stress, dessen schädliche Wirkung auf Zellorganellen und Zellmembranen 
der Kardiomyozyten mittels EGCG-Vorbehandlung minimiert werden konnte. Sie stellten eine bessere 
Erhaltung mitochondrialer Funktionen sowie eine Verringerung von Lipidperoxidation fest.  
Darüber hinaus ist bekannt, dass EGCG in der Lage ist, die Aktivität der Xanthinoxidase zu hemmen 
und somit bereits der Entstehung freier Radikale entgegenwirkt (LIN et al. 2000). Dieses Enzym nimmt 
im Rahmen der Reperfusion vom ischämischen Myokard eine zentrale Bedeutung ein. Es katalysiert die 
Reaktion von Hypoxanthin, das infolge des ATP-Abbaus akkumuliert, zu Xanthin unter der 
gleichzeitigen Entstehung von Superoxid-Radikalen (BRÖMME et al. 2002; THOMPSON-GORMAN 
et al. 1990). EGCG ist in der Lage zu intervenieren, indem es als Chelatbildner für Metallionen agiert 
und so der Übergangsmetallionen-vermittelten Radikalentstehung durch die Xanthinoxidase 
entgegenwirkt (RICE-EVANS et al. 1997). Da die ROS-Pathogenese das zentrale Ereignis innerhalb 
des Ischämie/Reperfusionsschadens ist, liegt der Organ-protektive Ansatz nahe, sowohl die 
Radikalbildung zu minimieren, als auch die freien Radikale zu neutralisieren. EGCG ist nachweislich 
zu beidem in der Lage, worin sich möglicherweise seine höhere Effektivität im Vergleich zu anderen 
antioxidativen Verbindungen begründet (AUCAMP et al. 1997; RICE-EVANS et al. 1997).  
Die Kapazitäten der körpereigenen Antioxidationsmechanismen (v.a. Superoxiddismutase, 
Glutathionperoxidase, Katalase) sind beim Ischämie/Reperfusionsschaden überschritten und können die 
anfallenden toxischen Sauerstoffmetabolite nicht neutralisieren (GUARNIERI et al. 1980; FRIDOVICH 
1995; HARAMAKI et al. 1998). Interessanterweise besteht jedoch die Annahme, dass EGCG-vermittelt 
die Aktivität der körpereigenen Antioxidationsmechanismen ansteigt. OTHMAN et al. (2017) 
beobachteten im Mausmodell eine erhöhte Aktivität von Katalase und Superoxiddismutase nach einer 
Behandlung mit EGCG über 8 Tage. DEVIKA et al. (2008b) konnten ebenfalls zeigen, dass bei einer 
21-tägigen Vorbehandlung mit 30 mg/kg EGCG die Expression beider Enzyme in oxidativ-






einer kürzeren Behandlungsdauer von 1 Tag in Zellkultur unverändert (DREGER et al. 2008). Somit ist 
nicht zu erwarten, dass dieser Effekt in der vorliegenden Studie zum Tragen kam, da die EGCG-
Applikation im unmittelbaren OP-Verlauf stattfand.  
Darüber hinaus bieten nicht-enzymatische Verbindungen wie α-Tocopherol (Vitamin E), β-Carotin und 
Ascorbinsäure (Vitamin C) antioxidativen Schutz. Sie können die radikalische Kettenreaktion 
unterbrechen und sind auch als Radikalfänger wirksam (NIKI 2014). Jedoch wurde in einer Studie von 
IGNATOV et al. (2002) eine 162-fach höhere antioxidative Kapazität für EGCG im Vergleich zur 
Ascorbinsäure gemessen. Damit gehört EGCG nicht nur innerhalb der Gruppe der Flavonoide sondern 
auch unter den Antioxidantien zu den effektivsten Verbindungen (RICE-EVANS et al. 1996).  
Neben der radikalfangenden Eigenschaft von EGCG werden weitere Mechanismen diskutiert, die zur 
kardioprotektiven Wirkung beitragen könnten. Dazu zählt die gezielte Hemmung oder Aktivierung von 
Enzymen, die in zelluläre Signalwege eingreifen (DREGER et al. 2008; DEVIKA et al. 2008b). 
Außerdem sind Transkriptionsfaktoren mögliche Angriffspunkunkte für EGCG. TOWNSEND et al. 
(2004) konnten sowohl in Zellkultur mit neonatalen Kardiomyozyten als auch an isoliert perfundierten 
postischämischen Rattenherzen zeigen, dass EGCG die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT-1 
hemmt. In Folge dessen wurden weniger Ischämie/Reperfusions-induzierte apoptotische Marker 
nachgewiesen. DARRA et al. (2007) bestätigten dieses Ergebnis und vermuteten ebenfalls eine 
Interaktion zwischen dem STAT-1-Protein und EGCG. ANEJA et al. (2004) analysierten die Wirkung 
von EGCG auf den Transkriptionsfaktor NF-κB. Er spielt eine zentrale Rolle in der Aktivierung 
proinflammatorischer Proteine und wird innerhalb kurzer Zeit u.a. von ROS/RNS und TNFα stimuliert 
(vgl. Kap.2.2.2.). ANEJA et al. (2004) konnten zeigen, dass EGCG den Aktivierungsweg von NF-κB 
hemmte, indem es die Phosphorylierung des dafür verantwortlichen Enzyms (IκB Kinase) verhinderte. 
Weiterhin war die IL-6 Produktion vermindert, die Myeloperoxidase-Aktivität reduziert sowie weniger 
histologische Hinweise für myokardiale Schädigung erkennbar. Sie sahen den kardioprotektiven Effekt 
von EGCG somit vorrangig in seiner anti-inflammatorischen Wirkung begründet. MARINOVIC et al. 
(2015) bestätigen diese Aussage und zeigten zusätzlich, dass auch die Expression des Enzyms iNOS 
reduziert war. Dieses Enzym katalysiert die Synthese von Stickstoffmonoxid und trägt zur Bildung von 
Nitrotyrosin bei (NONAMI 1997). Demnach könnte die Reduktion der Nitrotyrosin-positiven Zellen, 
wie in diesem Versuch EGCG-vermittelt nachgewiesen wurde, möglicherweise auch aufgrund einer 
geringeren iNOS-Expression aufgetreten sein.  
Ein wesentlicher Aspekt für die Wirksamkeit von EGCG ist seine Bioverfügbarkeit. Die Variable der 
Resorption von EGCG bei oraler Gabe konnte in dieser Studie umgangen werden, da das EGCG-
Präparat intravenös verabreicht wurde (MERELES et al. 2011). Zusätzlich erfolgte die Gabe zu zwei 
Zeitpunkten im Versuchsverlauf. Somit war davon auszugehen, dass ein Wirkspiegel in der Blutbahn 
während der oxidativen Schädigung bestand. Die Dosis wurde in Anlehnung an vorangegangene 
Untersuchungen mit 10 mg/kg gewählt (DEVIKA et al. 2008b; ENG et al. 2018). Toxizitätsstudien von 






Effekte nach oraler sowie intravenöser Gabe von hochdosierten EGCG-Präparaten im Mausmodell aus. 
Unerwünschte Nebenwirkungen von EGCG konnten dennoch bei sehr hohen Dosierungen beobachtet 
werden. So beschrieben CAI et al. (2015a) im Mausmodell das Auftreten von Kollagenablagerungen im 
Myokard nach oraler Gabe von 500 mg/kg EGCG über 8 Tage. Bei einer Verdopplung der Dosis 
verstärkte sich die Myokardfibrose. In einem weiteren Versuch in Zellkultur mit Kardiomyozyten 
stellten CAI et al. (2015b) eine zeit- und dosisabhängige Zytotoxizität fest. Hinsichtlich des 
Pathomechanismus vermuteten die Autoren einen Zusammenhang zur Sirtuin-1-Expression (Sirt-1) zu 
erkennen. Dieses Enzym ist an intrazellulären Signalwegen zur Aufrechterhaltung der Zellhomöostase 
beteiligt und agiert vermutlich auch als Apoptose-Inhibitor in Kardiomyozyten (ALCENDOR et al. 
2007). Eine EGCG-vermittelte Hemmung der Sirt-1-Expression könnte die Apoptose der 
Kardiomyozyten begründen. In der Studie von LAMBERT et al. (2010) im Mausmodell traten bei einer 
EGCG-Gabe von 1500 mg/kg i.g. Leberschäden in Form von Lipidperoxidation und Lebernekrosen auf, 
die bei 85 % der Versuchsgruppe letal endeten. Die Autoren vermuteten die Induktion von oxidativem 
Stress als ursächlich. Die duale Funktion von EGCG bestätigten KANADZU et al. (2006) in ihrer Studie 
an Lymphozyten und schlussfolgerten ebenfalls, dass EGCG abhängig von Dosis und Zellmilieu pro- 
bzw. antioxidativ wirken könne. Dennoch ist mit dem Auftreten dieser negativen Wirkungen im 
vorliegenden Versuch nicht zu rechnen, da die Dosierung um ein Vielfaches geringer war und sich im 
Bereich von vergleichbaren in vivo Studien befand, die ebenfalls protektive Effekte nachweisen konnten 
(OTHMAN et al. 2017; ANEJA et al. 2004; YAO et al. 2017; DEVIKA et al. 2008a). 
In Summe bestätigen die Ergebnisse dieser Studie die kardioprotektive Wirkung von EGCG bei 
Ischämie/Reperfusions-induzierten Zellschäden und bieten eine neue therapeutische Möglichkeit für die 
Kinderherzchirurgie. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um genauere Kenntnisse über EGCG im 
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Einleitung. In der Kinderherzchirurgie ist die Operation am kardiopulmonalen Bypass unter 
kardioplegen Herzstillstand ein Standardverfahren zur Korrektur angeborener Herzfehler. Dabei sorgt 
die Herz-Lungenmaschine (HLM) für die maschinelle Aufrechterhaltung von Blutfluss und 
Gasaustausch während des operativen Eingriffes. Dank stetiger Verbesserung von Technologie, 
Materialien sowie Anästhesieführung hat sich dieses Verfahren seit seiner ersten erfolgreichen 
Erprobung vor etwa 70 Jahren von einem hochriskanten Eingriff zu einem Standardverfahren in der 
Herzchirurgie mit jährlich sinkenden Morbiditäts- und Mortalitätsraten entwickelt. Dennoch bleibt der 
Eingriff ein Risikofaktor. Durch den veränderten Blutfluss an der HLM kann es zur Minderperfusion 
des Organismus mit hypoxisch-ischämischen und inflammatorischen Zellschäden kommen. Das Herz 
erfährt aufgrund der Kardioplegie eine zusätzliche Beeinträchtigung in seiner Funktion. Klinisch können 
sich die zellulären Schäden je nach Schweregrad in Form von Arrhythmien, kardialen Dysfunktionen 
bis hin zum Herzstillstand äußern.  
Ziel der Untersuchung. In dieser experimentellen Studie im Ferkelmodell wurden zwei potenziell 
kardioprotektive Strategien untersucht, durch die jene Schäden möglicherweise verringert werden 
könnten. Dabei handelt es sich zum einen um eine pulsatile Flussmodulation an der Herz-
Lungenmaschine statt des herkömmlichen laminaren Flusses, wodurch eine bessere Oxygenierung der 
Organe erreicht werden könnte. Weiterhin soll eine pharmakologisch-therapeutische Möglichkeit zur 
Verringerung der oxidativen Zellschäden untersucht werden. Hierfür wurde Epigallocatechingallat 
gewählt. Dieses Polyphenol ist im grünen Tee enthalten und gilt als effektiver Radikalfänger sowie 






apoptotische Zellschäden nach Anwendung der HLM auftreten und inwiefern diese durch pulsatile 
Perfusion oder EGCG-Gabe beeinflussbar sind.  
Tiere, Material und Methoden. Zu diesem Zweck wurden 5 Versuchsgruppen mit jeweils 6- 9 Ferkeln 
der Rasse Angler-Sattelschwein im Alter von ca. 4 Wochen und einem Gewicht zwischen 8-15 kg 
gebildet: „Kontrollgruppe“, „Kontrollgruppe + EGCG“, Versuchsgruppe „HLM laminar", 
Versuchsgruppe „HLM laminar + EGCG“ und Versuchsgruppe „HLM pulsatil“. Der operative 
Versuchsteil wurde nach einem einheitlichen OP-Protokoll unter moderater Hypothermie (28°C) mit 
90-minütigem kardiopulmonalem Bypass, 30 min Reperfusionszeit und 90-minütiger 
Rekonvaleszenzzeit durchgeführt. Es kam die HLM vom Typ Stöckert SIII zum Einsatz, die sowohl 
pulsatilen als auch laminaren Blutfluss generieren kann. Den EGCG-Gruppen wurde zu zwei 
Zeitpunkten 10 mg/kg EGCG i.v. verabreicht. Die postoperativen Untersuchungen bestanden aus 
immunhistochemischen Färbungen des Herzgewebes auf hypoxisch-ischämische und apoptotische 
Marker (HIF-1α, AIF, Nitrotyrosin, cleaved Caspase 3, PAR, TNFα). Weiterhin wurde mittels 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) der Gehalt an energiereichen Phosphaten und deren 
Abbauprodukten (ATP, AMP, ADP) gemessen. Das intraoperative Kreislaufmonitoring wurde 
dokumentiert. Zur Verlaufsbestimmung von Parametern des Blutbildes und der klinischen Blutchemie 
wurde zu drei Zeitpunkten während der Operation Blut entnommen.  
Ergebnisse. Die Ergebnisse zeigen, dass alle immunhistochemischen Marker in der Gruppe „HLM 
laminar“ am höchsten waren und belegen das Vorkommen hypoxischer, inflammatorischer und 
apoptotischer Stoffwechselprozesse unter Nutzung der laminaren HLM. Bei pulsatiler Perfusion wurde 
signifikant weniger TNFα, Caspase 3, PAR sowie Nitrotyrosin nachgewiesen und die zellulären 
Energiereserven (ATP/ ADP + AMP) im Myokard waren höher. Vermutlich wurde durch das veränderte 
Flussmuster eine bessere Gewebsoxygenierung gewährleistet. Unter EGCG-Gabe war die Expression 
von HIF-1α, AIF, Nitrotyrosin, TNFα und PAR signifikant vermindert. Somit ist anzunehmen, dass 
EGCG toxische Metabolite (ROS/ RNS) neutralisierte und gleichzeitig apoptotische Zellschäden 
verringerte.  
Schlussfolgerungen. Beide untersuchten Strategien zeigten kardioprotektive Wirkung, da sie in die 
pathophysiologischen Stoffwechselwege von Ischämie/Reperfusion und Apoptose eingriffen und in der 
Lage waren, zelluläre Schäden zu vermindern. Die Ergebnisse sind für die Kardioprotektion in der 
Kinderkardiologie von Bedeutung, da sie effektive therapeutische Möglichkeiten darstellen könnten, die 








Cardioprotection of CPB-induced injuries by EGCG and pulsatile blood flow in a piglet model 
Institute of Anatomy, Histology and Embryology; Faculty of Veterinary Medicine, University of 
Leipzig; 
Research Laboratory of the Clinic for Pediatric Cardiology in Heart Center Leipzig, Faculty of 
Medicine, University of Leipzig 
 
Submitted in July 2020 
 
90 pages, 22 figures, 26 tables, 536 references, 23 appendices 
 
Keywords: pediatric heart surgery, CPB, cardioprotection, piglet model, EGCG, pulsatile blood flow, 
ischemia- reperfusion injury, immunohistochemistry 
 
Introduction. Severe inborn cardiac malformations are typically corrected in cardioplegia. That implies 
the connection to a cardio-pulmonary bypass (CPB). Negative effects can occur due to the extracorporal 
blood flow and the arrested heart, which may lead to inflammation and ischemia-reperfusion injury. 
Objectives. The aim of this study was to investigate the impact of pharmacologic intervention (EGCG) 
and different flow modulations (pulsatile vs. non-pulsatile flow) on cardiac cell damage. 
Animals, Material and Methods. We examined 5 experimental groups of four-week-old piglets: control 
group (n = 9), control group + EGCG (n = 7), CPB pulsatile flow (n = 8), CPB non-pulsatile flow (n = 9), 
CPB non-pulsatile flow + EGCG (n = 6). The CPB-groups were subjected to a hypothermic 90-minute 
CPB and a 120-minute reperfusion phase. The groups of EGCG received 10 mg/kg EGCG before and 
after CPB. The piglets were euthanized after a 90-minute convalescence period and heart samples were 
taken. Hemodynamic, blood parameters, and ATP-measurements were assessed. Moreover, a 
histological evaluation of the heart muscle was performed by immunohistochemistry using antibodies 
against markers of inflammation (TNFα), apoptosis (PAR, AIF, cC3), hypoxia (HIF-1α) and nitrosative 
stress (nitrotyrosine).  
Results. Markers of inflammation, apoptosis, hypoxia and nitrosative stress were significantly elevated 
in hearts of the CPB-group. Nevertheless, addition of epigallocatechin-3-gallate and CPB with pulsatile 
flow significantly reduced markers of myocardial damage. Furthermore, cardiac ATP-levels and blood 
lactate were significantly lower and creatine kinase was significantly higher in the three CPB-groups. 
Conclusion. Epigallocatechin-3-gallate supplementation and pulsatile blood flow are capable of 
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9.1 ANGABEN ZU MEDIKAMENTEN UND OP-MATERIAL  
Tabelle 5: Angewandte Medikamente und Infusionslösungen während der OP 






Frankfurt am Main 
0,01 mg/Tier i.v. im 




Atropinsulfat 0,5 mg/ml  
B. Braun, Melsungen 
0,02 mg/kg KM i.m Prämedikation 
Calciumgluconat 
Calciumgluconat 10%   
B. Braun; Melsungen 











Deutschland GmbH; Bad 
Homburg 




Ratiopharm GmbH, Ulm 
5000 I.E./Tier i.v. 
Bzw. 1.000 I.E. / 10 kg 
KM 
Einmalig vor 









HES 6 130/0,42 in 
Ringer Acetat 500 ml 
Vitafusal 6 % 
Serumwerk Bernburg 
AG, Bernburg 
Nach Bedarf i.v. 
Bzw 200 ml für die 
HLM 
Bei Bedarf bzw. 
Bestandteil des 
Primingvolumens der 





Vol% zur Anflutung, 
1,5 Vol% zur Erhaltung 
Narkose- Erhaltung 



















Dr. Franz Köhler 
Chemie GmbH, 
Bensheim 
Initial 350 ml, danach 






Bernburg AG, Bernburg 
25 mg/kg KM i.m., 
bei Nachdosierung 






















Ratiopharm GmbH, Ulm 
0,5 mg/kg KM i.m Prämedikation 
Natriumchlorid 
Isotonische 












initial 20- 40 ml/kg/h 














at 1molar 8,4% 
Serag Wiessner KG, 
Naila 
Nach Standardformel:  
(-BE) *0,3*kg KM= 
mmol 
Natriumhydrogencarbon
at /Tier i.v. 
Bzw. 50 ml für die 
HLM 








Frankfurt am Main 
0,01 mg/Tier i.v. im 
Notfall, 0,1 mg/ml/h i.v. 







0,2 mg/kg KM i.v. Nach Thorakotomie 
Propofol 
Propofol 2 % 20 mg/ml  
MCT Fresinus Kabi, Bad 
Homburg 











5000 I.E./ Tier i.v. Einmalig nach HLM 
Sufentanildi-
hydrogencitrat 
Sufenta® 50 μg/ml 
Infusionslösung  
Janssen-Cilag, Neuss 
0,5-3 µg/kg KM initial, 
bei Nachdosierung 1-2 


















Arrow, Reading, PA, U.S.A. 
7 Fr*20 cm mit Blue Flex Tip 
In der V. jugularis 
Arterieller Katheter/PiCCO Pulsiocath 5 F Thermodilution 
Catheter 20 cm 
Pulsion Medical Systems AG, 
München 
5 Fr* 20 cm 
In die A. femoralis 
Beatmungsgerät Cato 
Dräger, Lübeck 
Halbgeschlossenes System für 
die künstliche Beatmung 
(IPPV) 
Blutgasanalysegerät ABL 725  




Covidien, Mansfield, MA, 
U.S.A. 
Elektrostatischer Filter, klein 





Pulsion Medical Systems 
München 
HZV- und invasive arterielle 
Blutdruckmessung 
Trachealtubus Profile Soft Seal Cuff 
Prtex, Keene, NH, U.S.A. 
5,5 Fr 
Venenverweilkatheter Vasofix Sefety 
B. Braun, Melsungen 
22G, 0,9*25 mm 
In die V. auricularis 
Venöse Schleuse Hemostasis Introducer 
St. Jude Medical, Minnetonka, 
MN, U.S.A. 
4 Fr 
In der V. femoralis 
Verdampfer für Isofluran Vapor 19,3 
Dräger, Lübeck 






Tabelle 7: Zubehör für die HLM 
Zubehör Bezeichnung und Firma Beschreibung 
ACT- Gerät Automated Coagulation Timer 
Medtronic HemoTec, Inc., 
Englewood, CO, U.S.A. 
Bestimmung der Gerinnungszeit 
Arterielle Kanüle Arterielle Kanüle 10 F 
Polystan A/S, Värlöse, Dk 
10 Fr 
Im Aortenbogen 
Bluttransfusionssystem CPDA-1 Single Blood Bag 450 ml 
Terumo Europe N.V., Leuven, B 
Beinhaltet Komponenten des 
Füllvolumens der HLM 
Filter 40 Micro Lilliput Concept D 736 
Dideco, Mirandola, I 
Luftfilter 
HLM- Gerät SIII 




Kardioplegiekanüle Kardioplegiekanüle 4 Fr 18 G 
Medtronic GmbH Deutschland, 
Meerbusch 
4 Fr, 18 G 




Dideco, Mirandola, I 
Hohlfaser- Membranoxygenator 
für Kinder mit integriertem 
Hartplastikreservoir und Filter 
für Gewebsbestandteile und 
Thromben 
Normohypothermiegerät Normohypothermiegerät 
Stöckert Instrumente GmbH, 
München 
Wärmeaustauscher für die 
Abkühlung/ Wiedererwärmung 
des Blutes 
Sauger Sauger 5 mm 
Stöckert Instrumente GmbH, 
München 
Leitet drainiertes Blut in das 
Reservoir 
Schläuche Kinder Kompl. Set 
Sorin Group Deutschland GmbH, 
München 
Verbindung der Komponenten 
der HLM untereinander und 
zum Patienten 
Venöse Kanüle Venous Catheter Dia 6/8 mm 24 F 
Soft Tip 
Polystan A/S, Värlöse, Dk 
24 Fr 







9.2 GERÄTE UND ZUBEHÖR FÜR DIE POSTOPERATIVEN 
UNTERSUCHUNGEN 




Tabelle 9: Geräte und Zubehör für die Immunhistochemie 
Gerätebezeichnung Hersteller 
Einbettautomat SLEE MTP Carousel Tissue 
Processor 
Labotal Scientific Equipment LTD, Abu Gosh, 
Israel  
Kühlplatte COP 30.010 Medite Medizintechnik, Burgdorf 
Mikrotom Type HM 400 R MICROM GmbH, Walldorf 
Mikrotomklingen S22 TYPE FEATHER, Osaka, Japan 
Objektträger 72 SuperFrost® Plus Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim 
Wärmebecken Medax Typ 24900 Nagel GmbH, Kiel 
Wärmeschrank Modell 400 Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach 
Gerät Hersteller 
Deckgläser Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Eppendorf Research Pipette 0,5-10 µl/ 10-100 µl/ 
100-1000 µl 
Schubert Laborfachhandel, Leipzig 
Fettstift DAKO Denmark AIS, Glostrup, Dk 
Ausgießformen Schubert Laborfachhandel, Leipzig 
Reaktionsgefäße Eppendorf 2,0 Schubert Laborfachhandel, Leipzig 
Druckloser Mischbett-Wasservollentsalzer, 
Charge 1790814 








9.3 HERSTELLUNGSPROTOKOLLE UND ZUSAMMENSETZUNG DER 
LÖSUNGEN FÜR DIE HISTOLOGIE UND IMMUNHISTOCHEMIE 
9.3.1 Formalinfixierung nach LILLIE 
Tabelle 10: Herstellung des 4%igen Formalins nach LILLIE (pH 7,0) 
Chemikalie Hersteller Menge 
NaH2PO4 x 2 H2O Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 4,5 g 
Na2HPO4 x 2 H2O Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 8,1 g 
37 %iges Formaldehyd Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 110 ml 
Anwendung: Chemikalien in 1000 ml Aqua destillata 




Einmal Schutzhandschuhe aus Nitril Kautschuk Paul Hartmann AG, Heidenheim 
Hellendahl- Färbekasten Schubert Laborfachhandel, Leipzig 
Inkubator Classic. Line, Modell B 28 BINDER GmbH, Tuttlingen 
Lab Thermometer IP65 TFA Dostmann, Wertheim 
Magnetrührer MR 3001 K Heidolph Instruments GmbH& Co.KG, 
Schwabach 
Multiquick Food Steamer Braun Germany, Aschaffenburg 
Plattformschüttler TITRAMAX 100 T Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
Präzisions-pH-Meter pH 391 Wiss.-Techn. Werkstätten, Weilheim 
Präzisionswaage APX-60 Denver Instrument, New York, U.S.A. 
Sprout Minizentrifuge Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 






9.3.2 Vollautomatische Paraffineinbettung 
Tabelle 11: Programm des Einbettautomaten für die vollautomatische Paraffineinbettung 
 Chemikalie Hersteller Anwendung 
1. 4 % Formalin nach LILLE  1 h bei 35°C 
2. 50 % Isopropanol Carl Roth GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe 
1 h bei 35°C 
3. 70 % Isopropanol  1 h bei 35°C 
4. 80 % Isopropanol   1 h bei 35°C 
5. 96 % Isopropanol  1 h bei 35°C 
6. 96 % Isopropanol  1 h bei 35°C 
7. 100 % Isopropanol  1 h bei 35°C 
8. 100 % Isopropanol  1 h bei 35°C 
9. 100 % Xylol Carl Roth GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe 
30 min bei 35°C 
10. 100 % Xylol  30 min bei 35°C 
11. Paraffin Carl Roth GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe 
30 min bei 60°C 
12. Paraffin  30 min bei 60°C 
13. Paraffin  1 h bei 60°C 








Tabelle 12: Chemikalien für die Histologie und Immunhistochemie 
Chemikalie Hersteller 
AEC+ High Sensitivity Substrate Chromogen  
Ready-to-use 
Dako Deutschland GmbH, Hamburg 
Bovines Serumalbumin (BSA) Cell Signaling Technology, MA, U.S.A. 
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Ethanol vergällt ≥ 99,8 % Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Glycergel Mounting Medium Dako Deutschland GmbH, Hamburg 
Hämalaunlösung sauer nach Mayer für die 
Mikroskopie 
Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Hydrogen Peroxide Solution 30 % in H2O Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Magnesiumsulfat Heptahydrat Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Methanol Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Natronlauge 20 % in H2O Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Salzsäure 20 % in H2O Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Tri- Natriumcitrat Dihydrat Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
TRIS Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Wasser demineralisiert, nicht keimfrei Art. 
3175.1 
Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Xylol (Isomere), Rotipuran  
 






Salzsäure 20 % Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Eosin G- Lösung, 0,5 % wässrig Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
Roti®-HistokittII Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
 
Tabelle 13: Gebrauchslösungen und deren Zusammensetzung 
Lösung Zusammensetzung pH 
0,01 M Natriumcitrat-
Pufferlösung 
1,47 g Natriumcitrat  
→ in 500 ml ddH2O 
6 
PBS-Pufferlösung 9,6 g Phosphate Buffered Saline  
→ in 1000 ml ddH2O 
7,4 
Scott-Pufferlösung 2 g Natriumhydrogencarbonat  
20 g Magnesiumsulfat  
→ in 1000 ml ddH2O 
8 
Tris-EDTA-Pufferlösung 1,21 g TRIS 
0,37 g EDTA 
→ in 1000 ml ddH2O 
9 
2 % BSA-PBS 0,72 g BSA in 35,28 ml PBS  
1 % BSA-PBS 0,36 g BSA in 35,64 ml PBS  
0,5 % BSA-PBS 0,18 g BSA in 35,82 ml PBS  
96 % Ethanol 480 ml Ethanol (99,8 vergällt) 
20 ml ddH2O 
 
70 % Ethanol 350 ml Ethanol 
150 ml ddH2O 
 
0,1 % Salzsäure 1ml 20 %ige HCL-Lösung 











9.4 ZUBEHÖR FÜR DIE RP-HPLC 
Tabelle 14: Zubehör für die RP-HPLC 
Name Hersteller Beschreibung 
Acetonitril Carl Roth GmbH & Co.KG; 
Karlsruhe 
Bestandteil der mobilen Phase, 
4 %ige Lösung 
Biofuge Stratos Heraeus Holding GmbH; 
Hanau 
Zentrifuge 
HPLC-Anlage Knauer GmbH; Berlin Hochleistungsflüssigkeitschro
matographie mit RP-Säule 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck KG; Darmstadt Bestandteil der mobilen Phase, 
215 mmol/l 
Kaliumhydroxid Carl Roth GmbH & Co.KG; 
Karlsruhe 
Protein-Ausfällung, 
Bestandteil der mobilen Phase,  
0,4 %ige Lösung 
LiChroCART 250-4 
LiChrosper 100 RP-18 
Merck KG; Darmstadt RP-Säule, stationäre Phase 
Perchlorsäure Supra- 
Qualität ROTIPURAN Supra 
70 % 
Carl Roth GmbH & Co.KG; 
Karlsruhe 









IKA GmbH & Co.KG; Staufen Hochleistungsdispergierer 
Homogenisierung der Proben 
Tetrabutylammonium- 
Hydrogensulfat 97 % 
Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH& Co.KG; Steinheim 
Bestandteil der mobilen Phase,  
2,3 mmol/l 
TRIS Carl Roth GmbH & Co.KG; 
Karlsruhe 
 
Wasser ROTISOLV HPLC 
Gradient Grade 










9.5 HPLC- PROTOKOLL FÜR DIE VORBEREITUNG DER HPLC-
QUANTIFIZIERUNG METABOLISCHER KOMPONENTEN IM 
HERZGEWEBE 
Tabelle 15: Protokoll zur Vorbereitung des Probenmaterials für die RP-HPLC 
  Arbeitsschritt 
1. Zentrifuge vorkühlen auf 0°C 
2. Proben auf Eis 
3. Proben wiegen 
4. Probe in flüssigen Stickstoff 
5. Probe im Mörser zerstoßen 
6. 5 ml 0,3 M Perchlorsäure zugeben 
7. Gewebe mörsern bis trübe Flüssigkeit entsteht und keine großen Stücke mehr 
8. Flüssigkeit mit Spritze aufsaugen → in 15 ml Röhrchen überführen 
9. 0,8 ml 0,2 M KOH zugeben 
10. 2 min mischen 
11. Proben zentrifugieren (3000 x g, 10 min, 0°C) 
12. Überstand mit Spritze und Kanüle abnehmen 
13. Filter aufsetzen 















Tabelle 16: Geräte und Software für Mikroskopie und Auswertung 
Gerät/Software Hersteller 
Sigmaplot 12.5 Systat Software GmbH, Erkrath 
Zeiss AxioCam MR 5 Kamera Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena 
Zeiss AxioLab Mikroskop Imager M1 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena 
Zeiss Invers Mikroskop Primo Vert Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena 







9.7 ANTIKÖRPER UND FÄRBEPROTOKOLLE DER IMMUNHISTOCHEMIE 
Tabelle 17: Primäre und sekundäre Antikörper 
Primärantikörper Sekundärantikörper 
HIF-1α (H-206), sc-10790, lot#E1915 
rabbit polyclonal IgG 
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, 
U.S.A. 
Sekundärer goat-anti-rabbit Antikörper  
HRP label #A0545  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
München 
AIF (B-9), sc-55519, lot#E0611 
mouse monoclonal IgG2α  
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, 
U.S.A. 
Sekundärer goat-anti-mouse Antikörper  
HRP #A4416  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
München 
Anti-Nitrotyrosine mouse 
05-233, Clone 1A6, lot 2691202  
Merck, Darmstadt 
Sekundärer goat-anti-mouse Antikörper  
HRP #A4416  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
München 
TNFα (N-9), sc-1350, lot#C1615 
goat polyclonal IgG  
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, 
U.S.A. 
Sekundärer Anti-goat IgG Antikörper 
HRP label #5420  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
München 
Anti-Human Poly-(ADP)-Ribose,  
host ms, MCA 1480, Batch No. 160315  
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Sekundärer goat-anti-mouse Antikörper  
HRP #A4416  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
München 
Cleaved Caspase-3 (D 175) # 9661 L 
Lot. 43, Ref. 07/2016, Rabbit Antibody  
Cell Signaling Technology, Inc. 
Danvers, U.S.A. 
Sekundärer goat-anti-rabbit Antikörper  
HRP label #A0545  












9.7.1 Färbeprotokoll HIF-1α 
 
Primärer Antikörper 
HIF-1α (H-206), sc-10790, lot#E1915 
Rabbit polyclonal IgG, 200 μg/ml  
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, U.S.A. 
Verdünnung 1 : 100 
Sekundärer Antikörper  
Sekundärer goat-anti-rabbit Antikörper  
HRP label #A0545  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Verdünnung 1 : 200 
 
Tabelle 18: Protokoll der HIF-1α- Färbung 
 Lösung  Zeit  Vorgang 
 Tag 1 
1. Xylol  3x10 min Entparaffinisieren 
2. EtOH 100 % / 96 % /70 % 3 x 5 min Rehydrieren 
3. dH2O 5 min  Rehydrieren  
4. 1 x PBS, pH = 7,4 10 min Waschen 
5. 0,01 M Na- Citrat, pH = 6,0 bei 98°C  30 min Permeabilisieren 
6. 
 
15 min Abkühlen 
7. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
8. 60 % MetOH, 40 % PBS, 2 % H2O2 60 min Unterdrückung der  
endogenen Peroxidase 
9. PBS, pH = 7,4 5 min Waschen 
10. 2 % BSA-PBS  60 min Blocken 
11. Fettstift  Umrandung der Schnitte 
12. Primärer Antikörper 
In 2 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 100 
250 µl/Schnitt 

















 Tag 2 
13. 
 
30 min Vorwärmen 
14. PBS, pH = 7,4  3 x 5 min Waschen 
15. Sekundär-Antikörper 
In 2 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 200 
250 µl/Schnitt 
60 min Inkubation bei Raumtemperatur 
16. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
17. AEC   10-20 min Färben 
18. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
19. Hämalaun  15 sec Kerngegenfärbung 
20. Scott´s Puffer pH = 8 5 min Bläuen 
21. Glyceringelatine  Eindeckeln 
 Tag 3 






9.7.2 Färbeprotokoll AIF 
 
Primärer Antikörper 
AIF (B-9), sc-55519, lot#E0611 
Mouse monoclonal IgG2α, 200 μg/ml  
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, U.S. A 
Verdünnung 1 : 100 
Sekundärer Antikörper 
Sekundärer goat-anti-mouse Antikörper  
HRP #A4416   
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Verdünnung 1 : 200 
 
Tabelle 19: Protokoll der AIF- Färbung 
 Lösung Zeit Vorgang 
 Tag 1 
1. Xylol  3 x 10 min Entparaffinisieren 
2. EtOH 100 % / 96 % /70 % 3 x 5 min Rehydrieren 
3. dH2O 5 min  Rehydrieren  
4. 1 x PBS, pH = 7,4 10 min Waschen 
5. 0,01 M Na- Citrat, pH = 6,0 bei 98°C  30 min Permeabilisieren 
6. 
 
15 min Abkühlen 
7. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
8. 60 % MetOH, 40 % PBS, 2 % H2O2 60 min Unterdrücken der endogenen 
Peroxidase 
9. PBS, pH = 7,4 5 min Waschen 
10. 2 % BSA-PBS  60 min Blocken 
11. Fettstift   
12. Primärer Antikörper 
In 2 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 100 











 Tag 2 
13. 
 
30 min Vorwärmen bei Raumtemperatur 
14. PBS, pH = 7,4  3 x 5 min Waschen 
15. Sekundär-Antikörper 
In 2 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 200 
250 µl/Schnitt 
60 min Inkubation bei Raumtemperatur 
16. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
17. AEC   10- 20 min Färben 
18. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
19. Hämalaun  15 sec Kerngegenfärbung 
20. Scott´s Puffer pH = 8 5 min Bläuen 
21. Glyceringelatine  Eindeckeln 
 Tag 3 












9.7.3  Färbeprotokoll Nitrotyrosin 
 
Primärer Antikörper:  
Anti-Nitrotyrosine mouse 
05-233, Clone 1A6, lot 2691202 
QTY: 1mg/ml  
Merck, Darmstadt 
Verdünnung 1 : 50 
Sekundärer Antikörper: 
Sekundärer goat-anti-mouse Antikörper  
HRP #A4416   
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Verdünnung 1 : 200 
 
Tabelle 20: Protokoll der NT- Färbung 
 Lösung  Zeit Vorgang 
 Tag 1   
1. Xylol  3x10 min Entparaffinisieren 
2. EtOH 100 % / 96 % /70 % 3 x 5 min Rehydrieren 
3. dH2O 5 min  Rehydrieren  
4. 1 x PBS, pH = 7,4 10 min Waschen 
5. 0,01 M Na- Citrat, pH= 6,0 bei 98°C  30 min Permeabilisieren 
6. 
 
15 min Abkühlen 
7. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
8. 60 % MetOH, 40 % PBS, 2 % H2O2 60 min Unterdrücken der endogenen 
Peroxidase 
9. PBS, pH = 7,4 5 min Waschen 
10. 1 % BSA-PBS  60 min Blocken 
11. Fettstift  Umrandung der Schnitte 
12. Primärer Antikörper 
In 0,5 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 50 
250 µl/Schnitt 







 Tag 2 
13. 
 
30 min Vorwärmen bei Raumtemperatur 
14. PBS, pH = 7,4  3 x 5 min Waschen 
15. Sekundär-Antikörper 
In 0,5 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 200 
250 µl/Schnitt 
60 min Inkubation bei Raumtemperatur 
16. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
17. AEC   20-30 min Färben 
18. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
19. Hämalaun  15 sec Kerngegenfärbung 
20. Scott´s Puffer pH = 8 5 min Bläuen 
21. Glyceringelatine  Eindeckeln 
 Tag 3 












9.7.4 Färbeprotokoll TNFα 
 
Primärer Antikörper 
TNFα (N-9), sc-1350, lot#C1615 
Goat polyclonal IgG  
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, U.S. A 
Verdünnung 1 : 100 
Sekundärer Antikörper 
Antigoat IgG HRP label #5420  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Verdünnung 1 : 200 
 
 
Tabelle 21: Protokoll der TNFα- Färbung 
 Lösung Zeit Vorgang 
 Tag 1 
1. Xylol  3 x 10 min Entparaffinisieren 
2. EtOH 100 % / 96 % /70 % 3 x 5 min Rehydrieren 
3. dH2O 5 min  Rehydrieren  
4. 1 x PBS, pH = 7,4 10 min Waschen 
5. 0,01 M Na- Citrat, pH= 6,0 bei 98°C  30 min Permeabilisieren 
6. 
 
15 min Abkühlen 
7. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
8. 60 % MetOH, 40 % PBS, 2 % H2O2 60 min Unterdrücken der endogenen 
Peroxidase 
9. PBS, pH = 7,4 5 min Waschen 
10. 2 % BSA-PBS  60 min Blocken 
11. Fettstift  Unrandung der Schnitte 
12. Primär- Antikörper  
in 2 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 100 
250 µl/Schnitt 







 Tag 2 
13. 
 
30 min Vorwärmen bei Raumtemperatur 
14. PBS, pH = 7,4  3 x 5 min Waschen 
15. Sekundär-Antikörper 
In 0,5 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 200 
250 µl/Schnitt 
60 min Inkubation bei Raumtemperatur 
16. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
17. AEC   10-20 min Färben 
18. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
19. Hämalaun  15 sec Kerngegenfärbung 
20. Scott´s Puffer pH = 8 5 min Bläuen 
21. Glyceringelatine  Eindeckeln 
 Tag 3 











9.7.5 Färbeprotokoll PAR 
 
Primärer Antikörper 
Mouse anti human Poly-ADP-Ribose, host ms 
MCA 1480, Batch No. 160315  
BioRad Laboratories GmbH, München 
Verdünnung: 1 : 600 
Sekundärer Antikörper 
Sekundärer goat-anti-mouse Antikörper HRP 
#A4416   
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Verdünnung: 1 : 200 
 
 
Tabelle 22: Protokoll der PAR- Färbung 
 Lösung Zeit Vorgang 
 Tag 1 
1. Xylol  3 x 10 min Entparaffinisieren 
2. EtOH 100 % / 96 % /70 % 3 x 5 min Rehydrieren 
3. dH2O 5 min  Rehydrieren  
4. 1 x PBS, pH = 7,4 10 min Waschen 
5. 0,01 M Na- Citrat, pH= 6,0 bei 98°C  30 min Permeabilisieren 
6. 
 
15 min Abkühlen 
7. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
8. 60 % MetOH, 40 % PBS, 2 % H2O2 60 min Unterdrücken der endogenen 
Peroxidase 
9. PBS, pH = 7,4 5 min Waschen 
10. 1 % BSA-PBS  60 min Blocken 
11. Fettstift  Umrandung der Schnitte 
12. Primärer Antikörper 
In 0,5 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 600 
250 µl/Schnitt 







 Tag 2 
13.  30 min Vorwärmen bei Raumtemperatur 
14. PBS, pH = 7,4  3 x 5 min Waschen 
15. Sekundär-Antikörper 
In 0,5 % BSA-PBS einmischen 




Inkubation bei Raumtemepratur 
16. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
17. AEC   10- 20 min Färben 
18. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
19. Hämalaun  12 sec Kerngegenfärbung 
20. Scott´s Puffer pH = 8 5 min Bläuen 
21. Glyceringelatine  Eindeckeln 
 Tag 3 















9.7.6 Färbeprotokoll cC3 
 
Primärer Antikörper  
Cleaved Caspase-3 (D 175) Rabbit Antibody # 
9661 L 
Lot. 43 Ref. 07/2016 
Cell Signaling Technology 
Verdünnung 1 : 200 
Sekundärer Antikörper 
Sekundärer goat-anti-rabbit Antikörper  
HRP label #A0545  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Verdünnung 1 : 200 
 
Tabelle 23: Protokoll der cC3- Färbung 
 Lösung Zeit Vorgang 
 Tag 1 
1. Xylol  3x10 min Entparaffinisieren 
2. EtOH 100 % / 96 % /70 % 3 x 5 min Rehydrieren 
3. dH2O 5 min  Rehydrieren  
4. 1 x PBS, pH = 7,4 10 min Waschen 
5. Tris-EDTA, pH = 9,0 bei 98°C  30 min Permeabilisieren 
6. 
 
15 min Abkühlen 
7. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
8. 60 % MetOH, 40 % PBS, 0,1 % H2O2 60 min Unterdrücken der endogenen 
Peroxidase 
9. PBS, pH = 7,4 5 min Waschen 
10. 2% BSA-PBS  60 min Blocken 
11. Fettstift  Umrandung der Schnitte 
12. Primärer Antikörper 
In 2 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 200 
250 µl/Schnitt 







 Tag 2 
13. 
 
30 min Vorwärmen bei Raumtemperatur 
14. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
15. Sekundär-Antikörper 
In 2 % BSA-PBS einmischen 
Verdünnung 1 : 200 
250 µl/Schnitt 
60 min Inkubation bei Raumtemperatur 
16. PBS, pH = 7,4 3 x 5 min Waschen 
17. AEC   40 min Färben 
18. PBS, pH = 7,4 2 x 5 min Waschen 
19. Hämalaun  8 sec Kerngegenfärbung 
20. Scott´s Puffer pH = 8 5 min Bläuen 
21. Glyceringelatine  Eindeckeln 
 Tag 3 

















9.7.7 Färbeprotokoll HE 
 
Tabelle 24: Protokoll der HE-Färbung 
 Lösung Zeit Vorgang 
1. Xylol  10 min Entparaffinisieren 
2. Xylol 3 min Entparaffinisieren 
3. Ethanol 100 % 5 min  Rehydrieren  
4. Ethanol 96 % 3 min Rehydrieren 
5. Ethanol 70 % 3 min Rehydrieren 
6. Ethanol 50 % 3 min Rehydrieren 
7. Destilliertes Wasser 2 min Waschen 
8. Hämalaun nach Mayer 10 min Kernfärbung 
9. Leitungswasser 15 min Bläuen 
10. 0,1 % Salzsäure ca. 10 sec Spülen 
11. 0,25 % Eosin G, wässrig 5 min Zytoplasmafärbung 
12. Destilliertes Wasser 1 min Waschen 
13. Ethanol 70 % 3 min Dehydrieren 
14. Ethanol 96 % 3 min Dehydrieren 
15. Ethanol 100 % 3 min Dehydrieren 
16. Xylol 3 min Reinigung 
17. Xylol 3 min Reinigung 
18. Eindeckeln mit Entellan   










9.8 TABELLEN UND ABBILDUNGEN 
 
Abbildung 22: Strukturformel von -(-)Epigallocatechin (3) -gallat (XUAN et al. 2016) 
 
 
Tabelle 25: Prävalenz der häufigsten kongenitalen Herzfehler bei Neugeborenen weltweit  
(VAN DER LINDE et al. 2011) 
Herzanomalie Verteilung 
Ventrikelseptumdefekt 34 % 
Atriumseptumdefekt 13 % 
Persistierender Ductus Arteriosus 10 % 
Pulmonalstenose 8 % 
Fallot´sche Tetralogie 5 % 
Aortenisthmusstenose 5 % 
Transposition der großen Arterien 5 % 












Tabelle 26: Häufigkeit von kongenitalen Herzerkrankungen (n = 976) bei 4480 Hunden 
(modifiziert nach OLIVEIRA et al. 2011) 
Art der Herzerkrankung Vorkommen 
Pulmonalstenose 32,1 % 
Subaortenstenose 21,3 % 
persistierender Ductus arteriosus 20,9 % 
Ventrikelseptumdefekt 7,5% 
Aortenstenose 5,7 % 
Trikuspidalklappendysplasie 3,1 % 
Mitralklappendysplasie 1,9 % 
Zweikammeriger rechter Ventrikel 1,2 % 
Atriumseptumdefekt 1,1 % 
Fallot´sche Tetralogie 1,0 % 
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